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序論
グリコ サミノ グリカ ン(GAG)は､ ウロ ン酸(あるい はガラクト - ス)とアミノ糖の 二糖繰り
返し構造を持 っ た直鎖の硫酸化多糖である｡ GAGは構成単糖､ 硫酸基の結合数とその結合位
置､ および結合様式の相通からヒアル ロ ン酸､ コ ン ドロイチン硫酸､ デル マタ ン硫酸､ ヘ パ
ラン硫酸､ ヘ パ リン ､ ケラタン硫酸の6穏矧こ分類される (Fig.1.)o ヒア ル ロ ン酸以外の
GAG は､ コ ア蛋白質(co re protein)とよばれる蛋白質と共有結合して プロ テオグリカン(PG)
を形成している｡ こ のPGは細胞外マ トリックス の主要な構成分子として広く動物体内に存在
し､ 構造蛋白質として組織構築に重要な役割を持つ こ とが知られてい るが､ このほかにも細
胞表面､ 細胞内頼粒などにも存在することが知られてい る 1)｡ この ように広範囲に存在する
GAGは生体内において発生､ 分化､ 病態レベ ルで様々な役割を担っ て い ると考えられるが､
特に脳の病態老化であるアル ツハ イマ ー 病やがんなどの疾病時における生体分子の異常の -
つ として､ GAGの構造が変化するこ とが知られて い る｡ 脳における GAG の存在に関して､ そ
の神経系にPG の形として 10種頬以上は存在すると考えられてい る 2,3)｡ さらにこれらの PG
は､ ニ ュ ー ロカ ン､ ホス フ ァ カン ､ セ レブロ グリカン ､ ニ ュ ー ロ グリカン Cのように主とし
て神経系に存在するものと､ ア グリカン ､ バ ー シカン ､ グリピカンの ように神経系以外の組
織にも存在するものとがある4)｡ またこのようなPGはラミ ニ ンやティネシ ンなど他の細胞外
マ トリックス分子と結合して 巨大分子複合体を形成するとともに､ 種々の神経細胞接着分子
や成長因子と結合する ことが知られて いる｡ 神経組織に存在するPGの局在を調 べると､ 神経
繊維が伸長する経路やその逆に神経繊維伸長の バリア となる経路に分布がみられる｡ これら
の存在状態からPGのあるもの は突起伸長を促進 し､ あるものは神経系 を制御し
て い るようにみ える 3,5). しかしながらPG のGAG鎖とc o r epr otein の どちらが神経突起形成
を調節して いるかは未だ不明である｡ 一 方GAGは脳の病的老化であるア ル ツハ イマ ー 病にも
大い に関係するとされてい る｡ アル ツハイ マ ー 病の病理学的所見の中心は､ 神経細胞の変性
と消失に加えて 変化とい っ た異常な構造物を認めるこ とである ｡ この異
常構造物の中やまわりに へ パ ラン硫酸やコ ン ドロイチン硫酸がPGとして存在するとされ､ こ
の異常構造物の形成と凝集にPG が関与することが指摘されて いる｡ またタウ蛋白質は高度に
リ ン酸化を受けると微小管伸長能が弱くなり､ アル ツハイ マ ー 病における繊維形成に関与す
るとされ､ この過リン酸化タウの重合過程にGAG の存在が重要であると示唆されて い る 6).
以上の ような多様な機能は､ 脳神経系におい て多種頬のPGが存在することを反映して い るも
の と考えられる｡
一 方､ 増殖の早さと致命率の高さから恐れられて い る病気の 一 つ であるがんに関 して も､
がん細胞の増殖､ 浸潤､ 特に転移におい てGAGが重要な役割を果たして いるこ とが示されて
いる｡ がんの転移はそ の過程で血管基底膜を通過 し､ こ の時にがん細胞はプロテ ア ー ゼ やグ
ル コ シダ ー ゼにより血管為義膜を破壊する . その 主要なグル コ シダ ー ゼは､ 盈醐莫を構成す
る ヘ パ ラン硫酸を分解する へ パ ラナ - ゼで ある . クロ ー ニ ン グされたへ パ ラナ - ゼ遺伝子を
低転移性の T細胞リン フ ォ ー マ やメラ ノ ー マ 細胞などに強制発現させると､ それぞれの細胞
のin viv oで の 組 敷甑塾能が高まるだけでなく､ 実際にin viv oで高転移能を獲得し､ 肝
臓や肺に コ ロ ニ ー を形成することから､ へ パ ラナ - ゼががん細胞の転移能に重要な役割を果
たしてい るこ とが示されてい る 7)｡ さらに へ パ ラン硫酸の類似化合物であるホス ホマ ン ノ ベ
ン ト - ス硫酸が マ ウス腺がんの転移を抑制すること､ ラ ッ ト胸部 へ のがん細胞の移植による
肺がん転移を90%抑制すること､ 血管新生抑制作用を示すこ とが今まで に明らか にされて
い る8). またがんの病態レベ ルで コ ン ドロイチン硫酸などの GAG量が変動するという報告も
されて いる 9
‾14)
0
以上の ように､ 生体内において GAGは重要な役割を果たすもの と考えられるが､ その生理
的役割を解明するためには高感度な分析法の確立が必要とされる｡ これまでGAG の高感硬分
析法として ､ バクテ リア 由来の エ リミナ - ゼ により構成二糖に分解後､ 肝LC で分析するとい
う手法が用い られてい る ｡ 今までに､ この手法により各GAG の高感度 肝LC法として ､ 蛍光
検出 肝LC法15
‾28)
､ 化学発光 肝LC法29)などが確立されて い る｡ 一 方､ 分析化学は科学 の基礎
を築く上で重大な役割を果たして い るが､ その進歩には分析機器 の発展に負うところが多い ｡
その ため常に最新の技術を取り入れ その研究に応用してい くことが重要で ある｡ そこで本
研究では近年におけるその分析技術の発展が著しい マ スス ぺク トロメ トリ ー に着目したo
現在までに マ ス ス ぺ クトロメ トリ ー は､ イオン法､ 分析装置､ フラグメ ンテ ー シ ョ ン理鼠
デ ー タ処理シス テム､ 応周領域におい て様々に進捗発展 し､ 多岐にわたる分野で横極的に使
用されるようになっ てきた. その中でもク ロ マ トグラフ ィ ー との接続による分離分析法であ
る織体ク ロマ トグラ フィ - /質巌分析計(LC-MS)は､ 生体成分､ 医薬品分析法の中心的役割を
担っ て いると言っ て も過言ではない . その理由として ､ MSを検出計に用い ることで二様の極
め で情報凝の豊富な手法が使用できるこ とにある｡ それらは定義に用い る選択イオン検出法
と定性に使われるマ ス クロ マ トグラフ イ - である. これらの手法はいずれもMSの特徴である
質巌数で目的化合物のみを選択することから､ 極めて特異性の高い分析が可能となる｡ しか
しながらHPLCとMSをオン ラインで結びつ けるLC-MSは30年以上も前からその確立が試み
られたが､ 肌 C の移動相から目的成分の みを効率的に MS に導入し､ イオン化する技術を実
用化段階まで向上するには困難を極めた｡ ところが数年前よりイオン化法の大幅な改善によ
り､ 大気圧のイオ ン源領域に導入された液体からイオン を生成する大気圧イオ ン化法(API)
が開発されたこ とにより､ ル ー チン分析が可能な実用化段階まで進んできた. このAPI には､
大気圧化学イオン化法､ エ レクトロ ンス プ レ ー ､ イオンス プレ ー ､ タ ー ボイオ ンス プレ ー な
どがある｡ これらのイオ ン化法は化合物の極性に応 じて相補的に使用が可能で ､ +投的に エ
レクトロ ンス プ レ ー ､ イオ ンス プレ ー およびタ ー ボイオンス プレ ー は極性の高い化合物の分
析に適してい るとされて いる. またAPIとイオン トラ ッ プを組み合わせる ことで高次的なMS
解析が可能とされてい る｡ 特に硫酸基を持つ糖鎖の分析に関して ､ このようなイオ ン化法や
検出法を用い た負イオン検出によるマ ス ス ぺ クトメ トリ - 分析は非常に有用であると考えら
れた｡
本研究では､ まず初めにGAGの構造解析および硫酸基の配位状態を解析する目的で コ ン ド
ロイチン硫酸､ へ パ ラ ン硫酸､ ケラタン硫酸およびヒアル ロ ン酸の構成二糖に関する定性分
析としてLC-MSおよびLC-MS/MSによる分析を行なっ た3(),31)｡次に硫酸基を持つ GAG であるコ
ン ドロイチ ン硫酸､ へ パ ラン硫酸およびケラタ に関する定量分析として ､
LC一凹SおよびLC⊥MS/MSによる高感度定量法を確立した30
‾3 2)
. さらに確立 した定義法を脳組織
および脳神経系細胞培養時の GAG分析､ 腫疲組織および細胞培養時の GAG分析 へ と応用 し32)､
生体内におけるGAGの存在状態および生理的役割の解明を試みた.
本論文は以上の研究成果につ いて まとめたものである｡
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Flg･1. Stru ctu r e ofglyco s amim oglyca n s(G AGs).
第1車 グリコ サミノグリカン由来二糖のLC-MS
質巌分析法(m as SPeCtrOmetry;MS)は､
方法を用い てイオンの質二
ユ＼
分子をイオン化し､ 高真空中で萄磁気学的
選別を行う分析法で ある. 得られる情報はイオ ンの質巌と衛苛の
比(m/z)とイオン巌で あるo 横軸にm/z､ 縦軸にイオン巌を示したものが質盈ス ペ クトル(ElaSS
spectra)で あるo イオン化に際して試料分子に大きな過剰エ ネル ギ ー が与えられると､ 分子
は開封を起こ して フ ラ グメ ン トイオンを生成するので､
化学構造に関する情報も得られる｡
分子の分子恩情報だけで なく､
今までにGAGの MS分析として ､ 商連原子衝突(FAB)-MSあるい は凹S佃S により微塵な試料
で GAG由来の 二糖および四糖以上の多糖体の分析が可能で あり､ その分子イオンだけで なく
糖鎖配列に関する情報も提供できることが報告されてい る 3:ト41)o またエ レク トロ スプ レ ー に
よるMS分析も同様に召 で ､ 糖鎖の構造角抑 が可能であることが報告されてい る412-45).
こ のようにGAG の分析に関して､ 質量分析法が非常に有効な手段であるこ とが確認されてい
る ｡
- 方､ 肝LCは移動相が液体なので ､ それが気化して膨大な体積になることから､ 質量分析
計との結合は長い 間､ 阻まれてきた｡ 現在では､ 大気圧化学イオン化､ エ レクトロス プレ ー ､
イオンス プレ ー ､ タ ー ボイオン ス プ レ ー ､ コ ンテ ィ ニ ュ アス フ ロ - FAB(CトFAB)およびイオン
トラ ッ プ(iontrap)など様々なイ ンタ - フ ェ ー ス が開発されて いる. これらのイオン化法は
化合物の極性に応 じて適､ 不適があり､ 一 般的に エ レクトロ ンス プレ ー ､ イオンス プレ ー お
よびタ ー ボイオンス プ レ ー(turbo-io n spr ay)は極性の商い化合物の分析に適して いる. 特に
硫酸基を持つ糖鎖の分析に関して ､ 負イオ ン検出(n egativeio nmode)によるマ ス ス ぺ ク卜メ
トリ ー 分析は非常に有用であると考えられたo
本章では､ GAG の構造解析および硫酸基の配位状態を解析する目的で定性分析として､ コ
ン ドロイチン硫酸､ へ パ ラン硫酸､ ケラタ ン硫酸およびヒアル ロ ン酸の構成二糖(Table1-1)
の標準品を用い たturbo -io n spr ayLC-MS､ LC-MS/MS､ コ ンドロ イチン硫酸および へ パ ラ ン硫
酸のiontrapLC-MSn につ いて検討した｡
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ト1 Turbo-io n sprayLC-MS によるGAG由来ニ糖の分析
大気圧イオン化法の - 一 つ であるturbo-ionspr ayはionsprayを改良した手法で ある. それ
はHPLCとMSとの結合部であるイ ンタ ー フ ェ ー ス において､ 肝LC からの移動相に加熱した空
気を吹き付けるこ とで ､ 移動相の除去を容易にしイオン化を効率的に行なう方法である｡ こ
の ためtu rbo-ionspr ay では 肝LCの流壷をより増加することが可能となるため､ LC-MSによ
り適したイオ ン化とい えるo 特に硫酸基を持つ糖鎖の分析には､ 擬分子イオンピ ー クを含む
ス ペク トル の得やすさと 肝LCの流巌の制限を考慮すると､ タ - ポイオ ンス プレ ー を用い た負
イオ ン検出が二 あると考えられたo そこで GAGの繰り返 し構造単位で ある不飽和ニ糖お
よび二糠につ い て､ Fig. ト1に示 した分析条件で turbo-ionspray による n egative ion 皿Ode
を用い たLC-MS による分析を行なっ た｡
IJCc o ndit()n s
Cblur m
,
S ym etryC18(2rr mi･d･ x50rr m);
Bu ent, a c eto nitri1e - 10mM arr miu mfor m ate(7:3, v/v);
Flo w rate,0.2 mi/min;
Cblurr nte mpa ratur e, r 00 mte rnpar ature;
Sa mple size, 0･02ml･
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加te ctio n
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耶g･1-1･ AⅠdydc a)c o Ⅸ鵬o n ofI£･Ⅳ搭fo rdis a c ch ri de･
1一 卜1 コ ン ドロ イチ ン硫酸由来不飽和二糖 の分析
コ ン ドロ イチン硫酸由来の硫酸基を含まない不飽和二糖の △ Dil)S､ - 硫酸化二糖の △
D 卜4S､ 土硫酸化二糖の △ D 卜diSE､ 三硫酸化二糖の △ Did .riSに つ いて LCrMS による分析を
行なっ た. Fig. l-2 に示 したように､ A DI づ)Sは m/z378に擬分子イオ ン ピ - クである[M- H]
-
イ オン ､ m/21757に[2M-H]イ オン の ピ ー クを示 した｡ A D 卜4Sは m/z458 に[M -H]
-
Jl
'
オン を､
A Di- diSEは m/z538に[M- H]
‾
イオ ン ､ m/z458に擬分子イオンか ら硫酸基の脱離したピ ー クで
ある[M- SO3 一 打イ オン を示 した｡ さらに △ Di- triSは m/z618に[M-H]
-
Jl
' オン
､
m/z538に[M-
SO3
-H] イオン ､ m/z458に擬分子イオン から二 つ の硫酸基の脱離したピ ー クである[” -2SO3il]
-
イオンを主に示 した(Table 卜2)｡ 負イオ ン検出による tu rbo -ionspray LC-MSは､ 硫酸化糖
鎖の擬分子イオン ピ ー ク を含む マ ス ス ペ ク トル を得るの に適しており ､ さらにフラグメ ン ト
イ オンと して擬分子イオン から質量数80unified at,o mic ma s sunit(amu) あるいは 160a m
低いイ オン を検出することにより ､ 糖鎖に含まれ る硫酸基の数が容易に推定できるこ とが明
らかになっ た ｡
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Fig･112･ L C- M Sspectra of(a)A Di-OS,(b)A D i-4S,(c)A Di-diSE and
(d)ADi-triSfro m chondroitim s ulfate.
Tablel･2･ M o且e c地 rぬted io n s(m/z)imthe L C･ MSorA D長一OS, A Di･4 S, A Di･diSE
a md AⅠ)i･triSfr()m eho ndr oitin st)丑ra色e.
Co mpound R M M
a
M o一e cule r elated io n
b
[2M - Hr [M - H]
-
[M - S OrH]
-
[M -2S O3- H]
-
A Di-〔.)S 37 9 75 7 3 78
ADi-4S 45 9 458
A Di-diSE 539 538 45 8
A Di-triS 61 9 618 538 458
'
d
R M Mrepresentsthe relativ em olecular massofthefree acid･
b
” represe ntsthe fu lly pr()to n atedacid･
トト2 へ パ ラ ン硫酸由来不飽和二糖の分析
へ パ ラ ン硫酸由来の硫酸基を含まない不飽和 Fjの △I)iHS-OS､ - 硫酸化二糖の△ I)iHS-
NS､ 二 硫酸化二糖の △I)i-di(6,N)S､ 三硫酸イヒニ 糖の △DiHS-triSにつ い て LC-MS により分
析を行な っ たo Fig. ト3 に示したように､ A I)iHS-OSは皿/z378に擬分子イオン ピ ー クであ
る[M-H]
-
-l
'
オン､ m/z757 に〔2M-H]イ オンの ピ ー クを示した｡ A DiHS-NSは 皿/z416に[M-H]
-
イオンを､ △I)iHS-di(6,N)S は皿/z496 に[M-H]
-
イオン ､ 皿/z416に擬分子イオンから硫酸基
の脱離したピ ー クである[M-SO∃ -H]イ オンを示 した. さらに△DiHS-triS は皿/z576 に[虻町
イオン ､ n/z496 に[M-SO3-H]イ オン､ m/z416に擬分子イオンから二 つ の硫酸基の脱節したピ
ー クである[M-2SO3一 町イオン を示した(Table ト3)｡ 以上の結果はコ ンドロイチン硫酸由来
の不飽和二糖の結果と同様であり､ N一 硫酸基を持つ 不飽和二糖に関しても､ フラ グメ ントイ
オン として擬分子イオン から質量数80a n uあるい は160 amu 低いイオンを検出することに
より､ 糖鎖に含まれる硫酸基の数が推定できることが明らかになっ た｡
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Fig.1-3. L C- M Sspe ctr a of(A)ADi‡‡S-OS,(b)A DiⅡS- N S,(c)A DiH S- di(6,N)S
And(d)A DiⅡS-triS fr o mhepa r a n sulfate.
Table1-3･ M olec q]e rdatedio n s(m/z)in the LC- MS of A DiHS-OS, A D iHS- NS, A D個S-di(6,N)S
aTI(A D旧S-triSfro mhepara ns ulfate.
Co mpo u nd R M M
a
Molec ule related io nb
【2M -H]
‾
【M - H]
‾
[M -SO3-H】
‾
【M -2S O3- H]
‾
A DiHS-OS 37 9 757 3 7S
ADiH S- NS 417 41 6
ADiHS-di(6,N)S 49 7 496 416
ADiH S-tri S 577 5 76 496 4 16
a
R M Mr epr es e ntsthe relativ e lllOec ular m as softhefre e acid.
b
M repres elltSthefully pr oto n ateda cid.
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トト3 ケラタン硫酸由来二糖の分析
ケラタン硫酸由来の 二糖の標準品は､ 牛角膜由来ケラタン硫酸(生化学工業)をケラタナ -
ゼⅠⅠ による酵素消化後に､ イオ ン交換肝LC により二 つ の分画を分取し精製したものを使用
した｡ ウシ角膜ケラタ ン硫酸をケラタナ - ゼⅠⅠ で酵轟消化すると､ 二糖体として N アセチ
ル グル コ サミンの 6位が硫酸化された Galβト4GIcNAc(6S)とさらにガラクト - ス の 6位が硫
酸化された Gal(6S)βト4GIcNAc(6S)が生成される ｡ こ れ らの - - 硫酸化 二 糖の Galβト
4GIcNAc(6S)および二 硫酸化二糖のGal(6S)r31-4GIcNAc(6S)につ いてLC一班Sにより分析を行な
つ た . Fig. ト4 に 示 し たよ う に ､ Galβト4GIcNAc(6S)は m/z462に[M-Hrイ オ ン を､
Gal(6S)β1-4GIcNAc(6S)は 皿/z542に叶Hrイオン ､ 孤/z462 に擬分子イオンから硫酸基の脱離
したピ ー クである[M-SO3-Hrイオン を示 した(Table ト4). 以上の結果より､ ケラタナ - ゼ
ⅠⅠ消化後に得られた二 つ の 二糖の標準品は､ それぞれ一 一 つ あるいは二 つ の硫酸基がそれらの
二糖に存在するこ とが確認された｡
Tablel･4. M ole cule rdated ioII S(m/z)imthe LC･ M SorGa岬1･4G丑cN Ac(6S)
a71d Gal(6S)β1･4GIcN Ac(6S)fr o mke r ata n s u且fale･
co mpou nd R M M
a
M olec ule r elated io n
b
【M - Hr [M -S O∃- H]
I
Galβ1-4 GIcNAc(6S) 463 462
Gal(6S)ド1-4 GIcN Ac(6S) 543 542 462
a
R M Mrepres entsthe r elative m ole c ular mass ofthefre eacid･
b
M representsthe fu lly pr oto n ated a cid･
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Fig･1-4. LC- MSspe ctr a of(a)Ga岬1- 4GIcN Ac(6S)and(b)Gal(6S)β1-4GIcN Ac(6S)
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ト ト4 ヒア ル ロ ン酸由来不飽和二糖の分析
ヒ アル ロ ン酸由来の硫酸基含まない不飽和二糖の △ Di＋n につ いて LC瑚Sにより分析を行
なっ たo Fig. 卜5 に示 したように､ A Di-HAは m/z378に擬分子イオン ピ - クである[M-H]イ
オン ､ mh757に[2M-HTイオン の ピ - クを示 したQ こ の結果はコ ン ドロ イチ ン硫酸由来の △
Di一刀S､ - パラン硫酸由来の △ DiHSl)Sの結果と - 致する ことから､ 硫酸基を含まない不飽和
二糖はその結合様式に関わらずいずれも同 一 の マ ス ス ペク.ト/レ ヾタ ー ン を示すことが明らか
になっ た｡
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卜2 Turbo -ion spray LC一 朝S/M Sによる GAG由来二糖の分析
MS/MS装置は第 一 の通常の 四重極アナライザ ー Ql､ 高周波電圧をかける衝突室Q2､ 第二 の
通常の 四重極アナラ ー ザ - Q3 の三 つ の qu adr upole により構成されて いる｡ これらの装置の
Ql で 前駆イ オ ン(pr ec urs or ion)を選択 し ､ そ れ を Q2 に 導き ､ 中性分子と の 衝突
(collisio n- induc ed dissociat.ion, CID)により生成するフラグメ ン トイオン(pr odu ct･ io n)
をQ3で検出する(Fig. ト6). こ の MS/MSを用い て硫酸化糖鎖の より詳細な構造解析を行なう
ことを目的に､ コ ン ドロ イチン硫酸および - パ ラン硫酸の不飽和 二糖､ ケラタン硫酸の ニ糖
の標準品に関して ､ Fig. 1-7 に示 した分析条件の t･urbo -ion spray による negative m ode を用
い たLC 瑚S/MSによる分析を行なっ たo またより多くの フラグメ ン トイ オン を得るためは CID
条件と して RO2-ROlを 15Vと低め の c ollisio n energy に設定 し､ 得られたフラグメ ン トイ
オ ンは Do m on らの推奨する方法 46)に従っ て記述 した｡
｢
Ion s o u r c e ql
Collis on gas
コ rji＋h
＋ 〒→ ⊂) →
- 十声･
Q2 Q3 Dete cto r
Fig.1- 6. Sche m e oftrip且e-qu adrupoiein stru m e nt(TQ).
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LL:c いndito n s
Cblu m叫S ym etryC18(2m rni.d. x50m m);
flue nt
,
a c eto nitrile - 10 mM a m rrx)niu mfo r m ate(7:3, v/v);
Flo w rate, 0.2 mi/min;
Cblu m nte mpa ratu re, r 00 mte mparature;
Samplesize,0･02ml･
辿 癖 馳
Appar atus, A PI365(Sde x);
Io ni2 atio n,turtx)-ionspr ay;
加te ctio n, M即M S, n egativ eio n m ode;
Cbllis o ngas,叫;
Pr obete mpar atu re,425℃;
Nebulize rgas, 1･3 I/min;
He atergas, 71/min,40psi･
刑g.且･7. Am alydc aRc oTkiido n oF 乱£･MyM Sfo rdis a c chEide･
ト2-1 コ ン ドロイチン硫酸由来不飽和二糖の分析
コ ン ドロイチン硫酸由来の不飽和 F)で ある△Dト4Sと△Di-6Sは同 一 の分子量をもち､
硫酸基の結合位置の みが異なる. そのため両者をLC-MSにより分析すると全く同
- のマ ス ス
ペ クトル パタ - ン を示 し､ これらを区別するこ とは不可能であ っ たo そこで同
一 分子量の構
造異性体につ いて ､ MS佃S によりその パタ ー ンの相違を見出すことを目的に､ ADi
-4Sおよ
び△Dト6S の turbo -ion spr ay LC-MS/MS により分析を行なっ た. MS/班S での プレカ
ー サ - イ
オン に削M-H]
-
で ある 迎/z458イオンを選択し分析した結果､ A Di
-4Sは 皿/z342､ 皿/z300､
孤/z199､ 皿/z175､ 皿/z139､ 孤/z97イオンが､ ADト6Sは皿/z342､ n/z282､ 皿/z175､ m/z97､
m/z87イオンが主に検出された(Fig.1-8)o これらの フラグメン トイオンの解析結果をTable
1-5およびFig. ト9 に示すo 両者のMS/MSパタ
ー ンの特徴として､ △Di-4Sで はメイ ン ピ ー
クに m/z300(Yl)､ △ Di-6Sでは m/z282(Zl
-2H)イオ ンを示すことにより､ 同じ
- 棚変化 二糖
で ある△Di-4Sと△Dト6SはMS/MSパタ ー ンが大きく異なるこ とを見出したo
15
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Table且-5. M ajo r孟o n s孟nEJC- M S/ M Sof[M - H】
I
ions ofADi-4S
汲mdADi- 6S酌･om chondorit五m s ulfate.
[M - Hr Io n stru ctu r e
ADi-4S AD ト6S
45$ 45S Pre c u rs o ri n
342 342
O,2
xl- H
300 Y1
282 Zl-2 H
1 99
1 75 1 75 C1
139 [OCHCH20SO3]
-
97 97 [H SO4]
I
8 7
3,5Al胡
0,2Ⅹ
O H
C O OH
O H
1
Y
I
Z
l
0 ー ＼
C H
2
0 R
2
0
H . 0
N HCO CH3
375A
I
B
l
C
l
A Di-4 S: Rl = s o3H, R
2 =H
A Di-6S: Rl - H, R
2 - s O)H
F主g･1-9･ T he n o m e n chttJrefo ru ms atur ated disa c cha ride 鈷
･
agm entatio n
ofcho ndroitin s ulfate.
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1-2-2 へ パ ラ ン硫酸由来不飽和二糖の分析
へノiラン硫酸由来の △ DiHS-OS､ △ DiHS-NSおよび△I)iHS
-6S に関して tu rbo-ionspr ay
LC-MS/MS により分析を行な っ た｡ MS/MS でのプ レカ ー サ - イオ ンにはそれぞれ[M一 町 である
孤/z378､ m/z416および m/z458イオンを選択した｡ △I)iHS-OSは 皿/z175､ m/zl15､ 皿/zIO3､
孤/z87イオ ンが主に検出された｡ △DiHS-NSは 皿/z175､ 皿/z138､ m/z80イオ ンが主に検出さ
れた｡ △ DiHS-6S は 皿/z357､ 孤/z342､ m/z300､ 皿/z199､ 孤/z175､ 皿/z139､ 皿/z97､ m/z87 イ
オンが主に検出された(Fig. ト10). こ れらの フ ラグメ ン トイオ ンの解析結果をTable ト6お
よびFig.1-11に示すo へ パラ ン硫酸由来二 糖の MS/MS パタ ー ン の特徴として､ △I)iHS-OS
および△DiHS-NSは､ 主に低エ ネルギ ー 条件で低分子型 の フ ラ グメ ン トイオンを生成する｡
一 方△I)iHS-6Sは非常に多くの フラグメ ン トイオンを生成することから､ 還元末端グル コ ー
ス 2位にN- 硫酸基を持つ 不飽和二 糖は､ 還元末端の 6位に硫酸基が絡合した二糖とはMS佃S
パタ ー ンが異なることが示された｡
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Tab丑e且- 6･ 朋 ajorio m s主n L C- M S 伽 SoF[M 凋】
-
io n s ofADiⅢS-OS, A D孟HS- N S
a ndAD i斑S-6 S Fr o mhepa r a n s uWate.
[M - H]
`
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3 00
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o
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2 = H
A D iH S- N S: Rl - s o3H, R
2
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A DiH S-6 S: Rl - c o c H
3,
R2 - s o3H
Fig･1-11･ The nom e n clatt)r efor u n s attJrated dis a c cha ridefr agm entatio n
of heparan s tI fTate.
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1-2-3 ケラタン硫酸由来二糖の分析
ケラタ ン硫酸由来の Galβト4GIcNAc(6S)および Gal(6S)βト4GIcNAc(6S)に関して ､ turbo
-
ionsprayLC-MS/MS による分析を行な っ た.MS/MSでのプレカ ー サ - イオンの選択にはそれぞ
紘 -ーー 硫酸化二糖の Galβ卜4GIcNAc(6S)で[M
-Hrの m/E462イオン ､ 二硫酸化体Gal(6S)汁
4GIcNAc(6S)は[M-SO:rH]
‾
として 皿/z462イオンを選択した｡ Galβト4GIcNAc(6S)は m/z361､
孤/z241､ m/z139､ m/z97イオンが主に検出きれたo Gal(6S)βト4GIcNAc(6S)は皿/z361､ m/z300､
m/z241､ m/z139､ 孤/z97イオンが主に検出された(Fig. ト12)｡ これらの フ ラグメ ン トイオン
の解析結果をTable ト7およびFig.ト13に示す｡ 二 棚変化二糖であるGal(6S)βト4GIcNAc(6S)
由来の プロ ダクトイオ ンの m/z241 イオンは､ Table ト7 に示したようにガラク ト
- ス 6位の
硫酸基が脱離した後の 2,4私イオ ンと N- アセチル グル コ サミン6位の硫酸基が脱離した後の
Bl
-2H の二つ の フ ラ グメ ン トパタ ー ン が考えられたo
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Tab葛el･7･ M ajo r最o m sim LC/M S/MSof[M ･ H]
'
a md【M 凋･SO3]
-
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'
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卜2- 4 ヒア ル ロ ン酸由来不飽和二糖の分析
ヒア ル ロ ン酸由来の △ Di-HA に関して tu rbo -io n spr ay LC一 湖S/MSによる分析を行なっ た｡
MS/MSで のプ レカ ー サ - イオン の選択 には[虻瑚]
‾
として m/z378イオ ン を選択した結果､ A
D 卜臥はnVz175､ m/z156､ m/zl15､ m/zlO3､ m/z87イオンが主に検出された (Fig. 卜14).
これらの フ ラグメ ン トイオ ンの角神子結果をTable 1- 8およびFig. 卜15に示す｡ A D 卜tiA の
MS/MSパ タ ー ンと して ､ 低 エ ネルギ - 条件で低分子型の フ ラグメ ン トイオ ンが生成されるo
こ の結果は - パラ ン硫酸由来の △ Di円S18 S の結果と 一 致することから､ 硫酸基のない不飽和
二糖はそ の結合様式に関わらずいずれも同様なMS/MSパタ ー ン を示すこ とを見出した｡
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Fig･1-1 4･ L C- M S/MSspe ctra obtained bycollisio n-induc ed diss o ciatio 血 Of
ADi 凋 Aat thepr e c urs o rion of m/z37Sa=ow e r c o抽io n energy.
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Tab且ei-杏. 朋 親jor畳o 的S孟m LC- M S 側 SoF【M 凋】
-
io n s of
AD義一 潜A Fr o mhya!Ⅶr o nic a cid.
[M - Hr Io n str u ctu re
ADi- HA
37 S Pr e c u rs o ri n
175 Cl
15 6 Cl- ”- H20
l15
loョ
87
o･2Al-H - H20
o,3Al- 班
3,5Al - 班
C O OH
- - 0
o,2A
l
3･5A
l
o
,
3A
l
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/
/
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N HCOCH3
Fig･1-15･ T he n o m e nぬttJr efo r -s如Ⅶrated disa c cha ridefr agm e軸 tion
of hyalu r o nic a cid･
l- 3 Iontrap LC
- MSn による GAG由来不飽和 二糖の分析
Io ntrap を用 いた MS分析は､ 質量選択不安定法とよばれる方法で走査する ことにより 班S
n
が可能な方法で ある｡ すなわち､ 1 回のイオン化により生成したイオン に ､ 連続的にイオ ン
放出と励起操作を繰り返すことにより､ 逐次的cIDを行なうことができる｡ こ の方法により
硫酸化糖鎖のより詳細なフラグメ ン ト情報を知る ことを目的に ､ コ ン ドロイチン硫酸および
へ パラン硫酸の不飽和二糖につ いて ､ Fig. 卜16に示 した分析条件によりio ntrapLC
- MSn によ
る分析を行なっ た｡
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Elue nt
,
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,
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Colu m nte mpar atu r e, ro o mte mpa ratur e;
Sa mple siz e, 0.02ml.
蜘
Appar atus, LCQio ntr apMSsyste m(T he r m oqu e st);
Io niz atio n
,
ele ctr o nio n spr ay;
Dete ctio n
,
MSn, negativeio n m ode;
Heated c apilaryte mpa r atur e, 250
oC;
She athga s, N2, 80psl;
Auxiliary ga s, N2, 10u nit;
Collisionga s, Ar.
Fig･1･16. An且)ytic alc o ndition of LC･ MS
hfo r u n s atu r ated disa c cha ride.
ト3-1 コ ンドロイチン硫酸由来不飽和二糖の分析
硫酸基の結合位置が異なる不飽和二糖の △ Di-4Sおよび △Di-6Sにつ いて ､ iontr ap LC-
MSnによる分析を行な っ た｡ △Dト4S に関 して､ プレカ ー サ - イオン には[凹-Hrである 皿/z458
イオ ンを遺択 して MS佃Sで分析を行なっ た結果､ プロ ダクトイオ ンとレて 皿/z300(Yl)イオン
が検出されたo さらにこの 皿/z300イオ ンをプレカ ー サ - イオ ン に選択して MS/MS佃S(MS3)で
分析した結果､ プロ ダク トイオン として 皿/z199イオンが検出された(Fig.1117)Q次に△Di-6S
に関して ､ プレカ ー サ - イオンには[M- 町で ある m/z458イオ ンを選択して MS佃S で分析を
行なっ た結果､ プ ロ ダク トイオ ン として 皿/z282(Zl -2H)イオ ン が検出された｡ さらに こ の
皿/z282イオンをプレカ ー サ - イオ ンに選択して MS3で分析した結果､ プ ロダクトイオン とし
て 皿/z97(HSO4
‾
)イオンが検出された(Fig. ト18)｡ これらの フ ラグメ ン 卜イオ ンの解析結果を
Table 1-9 に示す｡ MS3の プ ロダク トイオン として硫酸基由来の 皿/z97イオ ンを検出したこ
とから､ こ の プレカ ー サ - イオンである 皿/z282 イオンには硫酸基を含む還元末端側の糖鎖由
来のイオン であることを確認できる｡ こ の ようにLC-MSnにより分析することで ､ MS/MSより
26
さらに詳細なMSに関する情報を知るこ とができ ､複雑なフラグメン ト解析に有用であること
が示 された｡
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Tab且el･9. M ajo rio n s丘m L C- M S
n
of[M 凋】
I
io n s of A Di･4Sa nd AI)ト6S
fr o m cho ndr oitin stJ丑fa色e.
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M S M S
2
M S
3
4 5S 458 300
30
199
ADi-6S
M S M S
2
M S
3
45$ 45 8 2$2
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Ion str u ctu r e
Pr ecur sorion
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ト3-2 へ パ ラン硫酸由来不飽和二糖の分析
H S O4r
へ パ ラ ン硫酸由来の不飽和二糖である△DiHS-6S に関して ､ io ntr ap LC-MSn による分析を
行なっ たo △Di‡S-6S に関して､ プレカ ー サ - イオン には[M-I]
-
で ある n/z458イオンを選択
し MS佃Sを行な っ た結果､ プロ ダクトイオ ンとして m/z440､ 皿/z357(0,2A2-H)､ m/z300(Yl)
イオンが検出されたo まずこの 皿/z357イオ ンをプ レカ ー サ - イオン に選択しMS3 による分析
を行なっ た結果､ プロ ダク トイオ ンとして 皿/z339(0,2A2 # H20)､ 皿/z175(Cl)イオ ンが検出され
たo さらにこ の 皿/z339イオン をプレカ ー サ - イオ ン に選択しMS/MS/MS/MS(MS4)により分析
した結果､ プロ ダク トイオンとして 皿/z175イオン が検出された(Fig. ト19). またm/z300イ
オンをプレカ ー サ - イオンに選択し凹S3で分析した結果､ プ ロダクトイオンとして 皿/z282､
孤/z199イオ ンが検出された. さらに こ の 皿/z199 イオ ンをプレカ - サ ー イオン に速択し MS4
で分析した結果 ､ プ ロ ダク トイ オ ン と して m/z139([OCHCH20SO｡]
一
)イ オ ン が検出された
(Fig･ ト20)｡ これらの フ ラグメ ン 卜イオンの解析結果をTable 1-10 に示す｡ MS4 により分析
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した結果､ プロ ダクトイ オ ンとして硫酸基由来の m/z139([∝H喝OSO3]つイオンを検出したこ
とから､ こ の プ レカ - サ ー イオンである m/z199イオ ンさらにはm/z300イ オンは硫酸基を含
む還元末端側 の糖鎖由来のイオンで あることを確許することができた. LC 瑚S4 による分析は､
LC 瑚S/MSまたは LC 瑚S3よりさらに詳細なMS に関する情報を知ることができ ､ より複雑なフ
ラグメ ン ト角押印こ非常に有用であることが示されたo
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1-4 考察
MS による硫酸化糖鎖の分析は､ 主に直接導入によるFABMSにより分析されている .
その ため､ 多くの場合Na付加イオンが強く測定され､ [M一 打イオン の検出が今まで困難であ
っ た｡ 棚 悦で行 っ たturbo -ionspr ayLC-MSによる分析は､ 硫酸基を含まない 不飽和ニ糖は
[M-Hrおよび[2M-fI]イ オンを､ ---ー-,･硫酸化二糖は[M-H]イ オンを､ 二硫酸化ニ糖は[M-H]
-
およ
び叶SO:i-H]イ オンを､ さらに三硫酸化 二糖体につ いては[弥町､ [M-SO∃- 町および[M-2SO｡-
Hrイオンを検出することができるo これらの こ とから､ 負イオン検出によるturbo-ionspray
LC-MSは､ 硫酸化二糖の擬分子イオン ピ ー クを含むマ ス ス ペクトルを得るの に非常に適して
いるこ とを見出した｡ さらに二硫酸および三硫酸イヒ体に特徴的なMSパタ ー ンである､ 擬分子
イオンから質巌数80anlu および160 aBlu低い フ ラグメ ントイオンを検出することで ､ 糖鎖
に含まれる硫酸基の数が容易に推定できるこ とを明らかにした｡ 今回 二硫酸化二糖および
三硫酉財ヒ二糖の分析で示された〔M-SO3-H]
‾
および[M-2SO3一 打イオンはタ ー ボイオンス プレ ー
における450度の高温条件‾Fで硫酸基が脱離した結果､ 生成したもの と考えられる｡
またTurbo -ionsprayLC-MS/MSを用い た分析により､ 糖鎖に存在する硫酸基の配位状態を
知ることがで きる｡ コ ン ドロイチン硫酸由来の還元末端の 4位または6位に硫酸基が結合す
る不飽和二糖である△ D 卜4Sと△ Dil∋Sはその M S/M S パタ ー ンに大きな差がみられた. へ
パ ラ ン硫酸由来の △ DiH S- N Sは低エ ネルギ ー 条件で､ 主に低分子の フラグメン トイオンを検
出することから､ 還元末端2位の N - 硫酸基を持つ不飽和二 糖は､ 還元末端6位に硫酸基が結
合した二糖とは異なる M S/M Sパタ ー ンを示す｡ また硫酸基を含まない 二糖はいずれも低エ
ネルギ - 条件で ､ 低分子の フラ グメ ン トイオ ンが検出されるo 以上の ような MS/M Sデ ー タ
は､ 二糖の結合様式(卜4結合か1-3結合)と還元末端の硫酸基の結合位置を反映しており､ こ
れらの M S/M Sデ ー タから糖鎖に含まれる硫酸基の結合位置が推定されることが示唆された｡
より高次なタ ンデム MS分析で ある iontrap LC-MSn による分析により､ MS/虹S よりさらに
詳細なMS に関する情報を知ることができる｡ 棚財ヒ糖鎖のような複雑な構造を有する化合物
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を凹S佃S により分析した場合､ 多くの フ ラグメン トイオン が生成され､ そのイオン帰属に窮
する場合が頻繁に起こる｡ 今回の結果からio ntr apLC-MSn による高次な MS分析は､ この フ
ラグメ ン トイオ ンの解析をより効率的に行なうことができ､ 複雑なフ ラグメ ン ト解析をする
上で非常に有用である ことが示唆された｡
以上の結果より､ turbo-ionspr ayに よる各硫酸化糖鎖のLC-MS､ LC-MS/HSおよびiontrap
LCIMSnによる分析を行ない MS デー タを集積することで ､ その解析パタ ー ンからGAG糖鎖に存
在する硫酸基の数とそ の結合位置を推測することができ､ 複雑な糖鎖構造を解析する上で有
用な分析手法となりうるこ とを見出した｡
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第2車 高感度定量法の開発
質鼠分析法は当初より定鼠分析の手法の - - つ であ っ たが､ 質量分析法と分離手法の GCさ
らには 肝LC との結合によ っ て有機定鼠分析分野でより広く利用されるようになっ た.複雑な
混合物中の特定の化合物はクロ マ トグラフ ィ - による分離後､ 目的の化合物に特徴的な 皿/z
値を選択して モ ニ タ ー するこ とにより､ 他の成分の妨害をほとんど受けるこ となく定量でき
る. この選択イオ ン検出法は sele cted ion nlO nito ring(SIN)法と呼ばれている. 定鼠拘なデ
一 夕を得る隙､ 肝LCから分析対象化 が溶出される問に､ 繰り返し走査し検出する方法も
可能で はあるが､ 検出限界は-14- - ･般的にSIM法よりも低い場合が多い o これは走査時に目的と
する 皿/z値のイオン検出に､ ごく短い時間しか費やせないためであるo この ように感度に関
して ､ LC-MSあるい はLC-MS佃S は超徽鼠fmolまでの定義が可能で あり､ 最も高感度な分柿
法とい っ ても過言で はない o さらに特異性に関して ､ LC-MSはLC の保持時間と､ 凹S の物質
固有の分子巌の両面から分離分析を行なうため､ 特輿性が非常に高い方法であると言える｡
また凹S/凹S法で Ql を親イオンに､ Q3 でフ ラグメ ントイオンを選択する Hultiple r e a ctio n
皿Onito ring(MRM)法を用いるこ とにより､ さらに特異性の高い分析法を確立することができ
る. こ れらの手法を用い ることで ､ 今まで HPLC で妨害ピ ー クで悩まされた問題は､ LC-MS に
するこ とで容易に解決するこ とができる｡ さらに特異性が高い ため､ 同時に複数の物質を測
定するこ とも可能で ある. 以上の こ とから､ LCrMSおよびLCIMS佃S による定量分析法は､ コ
ス トは高価で あるが､ 実用性､ 感度､ 特異性の面で他の分析法を凌駕している｡
近年GAG の高感度定量法として ､ バクテ リア由来の エ リミナ - ゼにより構成二糖に分解後､
肝I,Cで分析する手法が用 い られて いる｡ 当研究室でもこの手法により各GAG の高感度IPLC
法として ､ 蛍光検出 肝LC法15
-28)
､ 化学発光HPLC法29)を確立してきたo 一 方､ 我々は第1章
での検討により､ turbo-ionspr ayLC-MSおよびLC-MS/鵬 による負イオン検出は､ 硫酸化二
糖の擬分子イオ ン ピ ー クを含むマ ス ス ペ クトルデ ー タを得るのに非常に適することを見出し
てい る｡ 一 方､ こ の ように高感度化が期待できるLC-MSあるい はLC-MS/MSではあるが､ 今
33
まで に定量法として Silv e str oらがデル マタ ン硫酸とヘ パ リンを数 n皿01 レベ ルまでイオン
ス プ レ ー によるLC-MSで定量 した報告47)のみで ある. そこで第1車で得られたマ ス ス ペ クト
ルデ ー タを応用 し､ 本章では硫酸基を有するGAG であるコ ン ドロ イチン硫酸､ へ パ ラ ン硫西安
およびケラタ 口 に関する定量分析法として ､ turbo-io nspr ay による負イオン
検出を用い た､ LC-MSおよびLC-MS/MS による高感度定量法の検討を行な っ た｡
2-1 LC一班S によるコ ンドロイチ ン硫酸由来不飽和二糖の高感度定量法
コ ン ドロイチン硫酸由来の不飽和二糖で ある△Di-4Sおよび △Dト6Sは､ それぞれ還元末
端側のI)- ガラクトサミンの 4位と6位に硫酸基が結合しており分子量は同 一 で ある ｡ そのた
めLC一凹S による分析の結果､ ほとん ど同 一 の マ ス ス ペク トルを示した｡ またLC-MS/MS によ
る分析の結果､ △I)i-4Sと△Dト6Sはそれぞれ異なるMS/MSパ タ ー ン を示すもの の､ △Dト
4Sあるいは△Di-6Sから唯 一 生成されるフ ラグメ ン トイオン を見出すこ とがで きなか っ た｡
その ため､ A Dト4Sと△Dト6Sを分離定量するには､ 肝LCで両化合物を分離する必要がある｡
今まで不飽和二糖の 肝LC による分離定量法は､ 主にアミン結合型シリカカラムなどが繁用さ
れ､ その溶離液には硫酸ナトリウム などの不揮発性の塩が多くの場合含まれて い るため､
LC-MS の溶離液にはそ のまま使用するこ とがで きない ｡ 一 方､ 逆相イオン ベ アク ロ マ トグラ
フ ィ ー は､ 非極性充填剤とイオ ン ペ ア試薬を用 い てイオ ン成分を分離する方法で あり､
Otbta ni48)らをは じめ､ 当研究室において も逆相カラムにC18カラム を用い たコ ン ドロイチン
硫酸由来不飽和二糖の 肝LC分離定量を確立 してい る23,26)｡そ こで揮発性のイオ ン ペ ア試薬を
LC-MSに応用することで､ A Dト4Sおよび△ Dト6S の分離定量が可能になると考え､ イオン
ペ ア試薬を用 い たLC-MS によるコ ンドロイチン硫酸由来△I)i-4Sおよび △I)i-6Sの高感度定
量法の開発を検討した｡
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2- ト1 定量条件の検討
揮 発 性 の イ オ ン ベ ア 試 薬 と し て ､ tetrapropyla皿 Oniu nhydroxide(TPAOH)､
dibuthylac etic - a cid(DBA)および tetrabuthyla 皿 Onium hydroxide(TBAOH)を用い て ､ A
I)i-4Sおよび△D ト6Sを 肝LC分離することを検討した｡ 逆相 W LCカラムにはSymetryC18
(1 皿 i.d. x 150Ⅲ恥 Waters) を用 いた｡ TPAOHをイオ に用いた場合､ LC-MS
により得られる マ ス ス ペクトル は､ TPAOH が擬分子イオンに付加 した[M＋TPAOH-Hrイオンを
シン グル ピ ー クとして検出できるが､ A Dト4Sおよび△Dト6Sを 肝LC分離することができ
なか っ た｡ 次にDBAを使用した毛 マ スス ペクトルとしてDBAの付加イオンは全く検出さ
れず､ [M-H]
‾
イオンのみ が検出されたo さらに 肝LC カラムに保持せずカラム先端に溶出され､
△Dト4Sおよび△I)i-6S を肝LC分離するこ とがで きなかっ た.
一 方､ TBAOHをイオ
1-5 い た場合､ LC∵MS により得られるマ ス ス ペ クトル には
Fig.2-1 に示 したように､ [M＋TBA伐ト町イオンをシン グル ピ ー クとして検出することができ
た｡ △I)i-4SのLC-MSス ぺ クトルはn/z699.4に[M＋TBAOH-H]イ オンを､ A DiHS-NSはn/z657.5
に[MITBAOtl-H]イ オ ンを示したo 本分析系に用いる内部樟準物質(I.S.)には､ A I)ト4Sおよ
び△I)卜6S の検出イオンと異なる △I)iHS-NSを使用した｡ また△I)卜4Sと△Dト6Sを 肝LC
分離する条件を検討 した結果 ､ 溶離液に アセ トニ トリル.:2.5血M TBAOH溶液(pH3.5)-
17:83(v/v)を用い ることにより､ 両者の分離に成功した｡ 以上の結果より､ TBAOEをイオン
ペ ア喜 に使用 し､ SIM の皿O nitoring ion として △Dト4Sおよび△Dト6S は皿/z699.4を､
△DiHS-NS には m/z657.5イオンをそれぞれ選択した. さらに本分析系ではMSの JPl要以上の
汚れを防そ目的で ､ 分析対象物質の溶出時点より前は､ divert valve により溶離液を凹S へ
導入せ ず廃棄した｡
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Fig･2-1･ L C- M Sspe ctra of(a)A D i-4S,(b)A D 個S- N S.
一 方､ LC-M Sにおいて ､ 有機溶媒と水 の比率は感度 - 大きな影響を与えるo そこ で フ ロ -
イ ン ジェ ク シ ョ ン により､ 溶離液の アセ トニ トリノレ含量が△ D ト4S のピ ー ク面積 - 与える影
響を検討した結果､ アセ トニ トリル含量が80%で最大の ピ ー ク面積を示 した(Fig. 2-2)｡ この
結果より､ ア セ トニ トリル を 肝LC分離後にポス トカラム添加する方法により ､ LC-MSにおけ
る感度を向上させる ことができると考えた｡ ポス トカラム添加する流量を検討 した結果､ ア
セ トニ トリル流量が0. 15ml/min を越えると､ イオン化室内にあるプ レ ー ト表面に液滴が生
成され ､ イ オ ン化効率が大幅に低下したため､ アセ トニ トリル添加 の流速は0. 15ml/min に
設定した｡ こ の ポス トカラム 添加する手法で ､ △ Di-4S のピ ー ク面積は､ 無添加時と比較し
て約10倍の ピ ー ク面積の増加を示 した(Fig. 2- 3)0
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2一 卜2 定量法の確立
以上の結果から､ 確立 したLC- MS の フロ ー ダイア グラム と分析条件を､ それぞれ Fig. 2- 4
およびFig･ 2- 5 に示す｡ 本法における定量限界は △ D 卜4Sおよび △ D卜6Sでそれぞれ注入量
と して 0･ 43prrK,1 であり､ 分析対象物質である△ D 卜4Sおよび△ Di-6Sを約15分､ 17分で
検出することができた(Fig･ 2一朝 o さらに検量線はそれぞれ注入量と して 0. 43- 18. 15pm｡1
の濃度範囲で良好な直線性を示 した｡
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LC co ndito n s
Colu m n
,
Syrrm etryC18(1 m mi.d. x 150m m);
flue nt
,
a c eto nitri1e - 2･5 m Mtetr abuty1am m oniu mhydr oxide(pH 3.5)(17/83, v/v);
別o w r ate
,
0.1 ml/min;
Colu m nte mpar atu r e, 60
oC;
Po st- c olu m n e nha n c e r
,
a ceto nitrile(0.15ml/min)
Sa mple siz e, 0.005ml.
蜘 吐
Appar a山s,･API3 65(Scie x);
Io nizatio n
,
tu rbo-io n spr ay;
Dete ction,SIM(n egativ eio n m ode);
Probete mparatu re, 450
o
C;
Nebuliz ergas, 1 3I/min;
He atergas, 71/min, 40psl･
Sele ctedio n s
,
m/z699･4(△Di-4S,△Di-6S)- m/z657.5(△DiHS-N S,I.S.).
Fig.2-5. An alytic alc o nditio n of LC- MSfor△Di-4Sa nd △ Di_6S免･o m
cho ndroitin s tl fate.
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.
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日
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尊Oq
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!l
‡‡
A Di･4S A Di-6S
m/z69 9.4
lZ 14 14
Time(min)
14 2 0
A DiH S･ N S
(I.S.)
m/2:65 7.5
12 14 1 1
Tim e(mill)
1 8 書○
Fig･2-6･ Ty pic altu rbo-io m spr AyS‡Mchr o m atogr 免m S OrAD i-4S,AD孟-6S
(0･43pm ol)a ndAD 個S-NS(且Opm ol)m o nito r ed at m/z 699.4
a nd m/z657.5.
またバ リデ ー シ ョ ン試験と して ､ 日内および 日間変動を検討 した結果をそれぞれ Table
2- 1 および Table 2-2 に示す｡ いずれも真度(relative e r r o r, RE)は 94.3 - 109.4%､ 精度
(co efficient of va riatio n, CV) は土8.2%以内と許容基準 49･ 50)を満た し､ 良好な結果を示 し
た｡ 以上の結果より本定量法を用い るこ とで ､ A Di-4Sおよび△ D 卜6Sを0. 43pr K)1まで精
度良く高感度定量できることが明らかになっ た｡
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Tab旦e2-1. 丑血生m ･day v a丑孟datio n ofc a‡ib柑 tio m s色a nda rds&
-
o r&hc dcic m nin a&io m oF
ihe u m sa丘Ⅶ m息cd disa c charidcs oF A Di･4Sa ndA Di_6S.
△Di-4 S △Di_6S
Theo retic al
c onc elltratio n
(pm ol/inj･)
Me anfわu nd c va RE
b
c o n c e ntr atio n (%) (%)
(pm ol/inj･, n=5)
0.43
3.40
18.15
叫 ■ ■ ■ ■■ ■ 円
a cv = c o effic entofv ariatio n.
0.43 5.2 10 0.
3.61 4.0 106.2
17.95 1.4 98.9
r P
b
R E≡ r elativ e e rr o r.
M ea nfo u nd cv
a
REb
c o n c e ntr atlO n (%) (%)
(pm ol/叫･, n =5)
0.44
3.53
17.23
4.8
1.7
2.9
1 01.4
103.8
94.9
Table2･2.王nte r･day v a舶datio n ofc alibratio n sta nda rdsfo rthe dete r min atio n of
the tln Sattl mted disa c cha ride s orA Di-4Sa ndA Di.6S.
ADi-4S
T heo retic al ･
c onc entratio n
(pm ol/inj･)
M e anfo u nd c va R Eb
c o n c entr atio n (%) (%)
(pm ol/inj･ , n=5)
0.4 3
0.85
3AO
18.15
d P
a cv ≡ c o effic entofv ariatio n.
0.4 3
0.9 1
3.52
18.19
6.2 100.5
4.7 107.1
4.1 10 3.6
8.2 100.2
b
RE ≡ relativ e err o r.
A Di-6 S
M ea nfo u nd c va
co n centratio n (%)
(pm ol/inj･ , n= 5)
REb
(%)
0.45
0.93
3.57
17.1 2
6.9
3.5
1.4
5.6
2-2 LC瑚S佃S によるへ パ ラ ン硫酸由来不飽和二糖の高感度定量法
10 5.1
109.4
105.1
94.3
一 般的にLC-凹S佃S によるMRM法は､ LC-MSによるSIM法と比較して ､ 爽雑物質による妨害
ピ ー クが少なく､ 特異性に優れて いる. こ の高い特異性を最初に応用 したもの にHe nion らの
一 連の研究が挙げられる｡ いずれも W LCカラム にシ ョ ー トカラムを用い て､ MRM測定により
分析時間3分以内で複数の化合物を迅速同時定量を行なっ て いる51I52)｡ 近年､ LC-MS/MS によ
る定量分析に関する報告は急激に増加しつ つ あるが､ その うちのかなりの報告がEenion らの
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手法に基づい ているo そこで複数の化合物を同時に高感度かつ迅速定量することを目的に､
へ パ ラ ン硫酸由来の不脚口二 糖に関して シ ョ ー トカラムを使周 した負イオン検出 turbo-
ionspr ayによる高感度定義法の検討を行なっ た｡
2-2-1 定慶条件の検討
へ パラ ン硫酸由来の 棚受基を含まない 不飽和二糖の△･DiHS-OS､ - 硫酸化二糖の △DiHS-NS
および△DiHS-6SはLC-MS による分析により､[和一Ⅰ什の ピ - クとして それぞれm/z378､ m/z416
およびm/z458イオンを検出することを既 に明らかにして い るoそこで△DiHS-OS､ A I)iHS-NS
および△DiHS-6SとⅠ.S. として用いる chondro sine に関してturbo-io nsprayLC-MS/HS によ
る分析を行なっ た｡ MS/MS での プレカ ー サ - イオンにそれぞれ[凹-H]で ある皿/z378､ 孤/z416､
n/z458および 皿/z354イオン を選択したo 生成されるプロ ダクトイオ ンをできるだけ単 - に
するように､ CIDエ ネルギ ー を最適化 し分析した結果､ プロ ダクトイオンとして A I)iHS-OS
は皿/z87(3,5Al -H)､ △DiHS-NSは m/z138(0･2範)､ △DiHS-6Sは m/z97([HSO4]
‾
)､ Chondro sin e
は皿/zl13と m/z73イオンを検出した(Fig.2-7)o以上の結果より､MRH測定の 皿Onito ringion
には､ A I)iHS-OS: m/z378 → n/z87､ A DiHS-NS:孤/z416 → 皿/z138､ △DiHS-6S: 孤/z4581 ＋
孤/z97､ cho ndr o sin e : 孤/z354→ 皿/zl13をそれぞれ検出イオンとして選択した. 一 方､ 二硫
酸化 二糖の △I)トdi(6,”)Sや三硫酸化二糖の △DiHS-triS はLC-MS による分析により､ [凹-
Hrイオン以外に硫酸基の脱離したピ ー クである叶SO3-H]
‾
や【凹-2SO3一 打イオンが検出される｡
そのため 肝LC により分析対象物質と二硫酸化二糖や三硫酸化二糖を分離する必要がある｡そ
こで シ ョ - トカラムにアミ ン結合型シリカカラムであるCAPCELLPAK NH2 UG80を使用して､
肝LC分離する条件を検討したところ､ 溶離液にアルカリ条件である アセ トニ トリル :10 地
a 皿 OniⅧ for mate(pH 9.4)-1:9(Ⅴ/v)を用い るこ とで､ これらの分離に成功した｡
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2- 2 - 2 定量法 の確立
これまでの結果か ら､ 確立した LC-MS佃S 条件をFig. 2-8 に示す｡ 本法における定量限界
は注入量と して △ DiHS-OSで 3. 1 prTY)1､ △ DiflSrNSと△ DiHS-づS は 0. 3 prTDl であり､ 各分
析対象物質はいずれも2分以内で検出する ことができた(Fig. 2- 9)｡ さらに検量線はそれぞ
れ注入量として △ DiHSl)Sで3. 13- 80. 00pm ol､ A DiHS- N と△ DirlS づSは0. 31- 8. 00PTTX)1
の濃度範囲で良好な直線性を示した｡
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L Cc ohdito n s
Colu m n
,
C AP C ELL PA K N H2U G80(2m mi.d. x3 5m m);
Elu e叫 a c eto nitrile - 10 m M a m m o niu mfbr mate(pH9.4)(I:9, Ⅴル);
Flo w r ate
,
0.2 ml/min;
Colu m nte mpa ratur e, 60
oC;
Sa mple size, 2 0い1.
蜘
Appa r atu s, API365(Scie x);
Ioniz atio n
,
tu rbo-io n spr ay;
Dete ctio n
,
m ultiple r e actio n m onito ring(MRM), n egativ eio n m ode;
Collis o ngas, N2;
Pr obete mpar atu r e, 4 50
oC;
Nebulizergas, 1.3I/min;
He ate rgas, 7I/min,4 0psl;
Sele cted io n s
,
m/z3 78･ → m/z87(△DiHS-OS), m/z41 6→ m/z 138(△DiHS-N S),
m/z458→ m戊 97(△DiHS- 6S), m/z354→ rn/zI13(cho ndr o sine);
Sca n nl ngtlm e, 0.3s e c/e a chs c a n nl ng.
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またバ リデ ー シ ョ ン試験として ､ 日内および 日間変動を検討 した結果をそ れぞれ Table
2-3 および Table 2-4 に示す. い ずれも兵度(relative err or, RE)は 92.6 - 112.9%､ 精度
(co effic e ntofv ariation, CV)は△Diロs-NSの定量限界濃度で土20ro以内､ その他の濃度は
土12湖 以内と良好な結果を示した｡ 以上 の結果より､ 本定量法により△DiHS-OSが3.1p皿01､
△DiHS-NSと△DiHS-6Sは0･3pmolまで精度良く高感度定量で きることが明らかにな っ たo
Table2･3･ lntr a-day v aJidatiom orc alibr atio n sta ndardsfo rthedele r汀血 alio n or
lhe I) n s atu r ated dis a c ch-a rides of A D孟HS･OS, A DiHS･ NSa nd A D旧S･6S.
Un satur ateddisa ccharides Co n c entr atio n s(p m ol/inje ction) cv b RE e
Added M e a n ± S D
a
(n= 5) (%) (%)
A DiH S-O
3.13 3.36 ± 0.16
6.25 6.70 ± 0.35
5 0.00 55.19 ± 1.16
80.00 84.3 0 ± 1.06
4.8 107.4
5.2 107.2
2.1 110.4
1.3 105.4
ADiⅢS_ N S
0.31 0.3 2 ± 0.03
0.63 0.60 ± 0.02
5.0 0 4.7 7 ± 0.2 9
8.0 0 7.77 ± 0.1 9
9.4 103.2
3.3 95.2
6.1 95.4
2.5 97.1
ADiHS-6S
0.3 1 0.31 ± 0.01
0.63 0.61 ± 0.06
5.00 4.8 2 ± 0.41
8.00 7.85 ± 0.44
3.2 100.0
9.8 9 6.8
8.5 96.4
5.6 98.1
a s D= standard of deviatio n･ b cv ≡ c o effic entofv ariation .
c
RE = r elativ e error.
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rYable2･4･ Ⅰmler･ 舶y va音量ぬl孟o 氾 OFc a且ibmtio孤 Sta mぬ rds丘
-
o rthedete r min atio n of
紬c u m s a紬 r a吐eddis a c cha ride s oF A D 胴 S-OS,ÅDi HS･ N Sa ndA D個S.6S.
Un s atur atcd dis accharides C()n centr alio n s(p m ol/inje ctio n) cv
b
RE
e
A dded M ea n ± SD
a
(n-5) (%) (%)
ADiHS-()S
3.1 3 3.47 ± ().1′6
6.25 6.51 ± 0.31
50.0() 49.4 5 ± 4.()0
8O.OO 79.55 ± 9.66
4.6 10
.9
4.8 104.2
8.1 98.9
12.1 99.4
A DiH S- N S
().3 1 ().35 土 ().07
0.6 3 O.64 ± 0.O6
5.00 4.77 ± 0.32
8.00 7.81 ± 0.65
20.0 1 12.9
9.4 101.6
6.7 95.4
8.3 97.6
A DiH S-6 S
0.31 0.32 ± ().04
0.63 0.62 ± 0.07
5.00 4.63 ± 0.25
8.0 7.96 ± 0.70
12.5 103.2
ll.3 98.4
5.4 92.6
8.8 99.5
a
s D= sta ndard ofdeviatio n.
b
c v= c oeffic ent ofv ariatio n.
e
R E= r elativ e error.
2-3 LC-MS偶 によるケラタン硫酸由来二糖の高感度定量法
今まで に報告された 肝LC以外のケラタン硫酸の分析法には､ モ ノクロ ー ナル抗体による
ELISA(e nzyn e-linkedimtmo s orbent a s s ay)法53
-58)
､ ケラタ ン硫酸を加水分解後に生成する
グル コ サミンを比色定量するEIs o n-Morgan法59)､ ジメチルメチレン ブル ー(I)MB)と反応させ
て比色定量するDMB法60･61)などあるが､ い ずれも感度､ 精度､ 選択性の点で 一 長 一 短があり､
一 般的な定量法とはなっ てい ない ｡ こ の こ とから他のGAG と同様に特異的な酵素により構成
分析する手法が有用であると考えられた｡ ケラタ ン硫酸を分解する特異的酵
素には､ ケラ夕ナ - ゼ(fro 皿Ps eudoln Ona S SP.)62, 63)､ エ ン ド - β - ガラク卜シダ ー ゼ(from
Es cherichic afreundii)64
-66)
､ およびケラ夕ナ - ゼII(fro mBacillus sp.Ks 36)67)がある ｡
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これらの 三種類の酵素は､ それぞれ基質特異性が異なる ことが知 られて いる｡ ケラタナ - ゼ
はガラク トシ ド結合を分解する際､ その分角引立置のガラクト - ス に隣接するN- アセチル グル
コ サミ ンの 6位が硫酸化されて いる こ とが必須で ある. 一 方 エ ン ド - β- - ガラクトシダ ー ゼ
はⅣ- アセチル グル コ サミンの6位の硫酸化の有鮒 こ関係なく､ ガラク トシ ド結合を分解する
が､ ガラク ト - ス の 6位が硫酉財ヒされてい る場合は作用 しない ｡ 一 方､ ケラタナ - ゼ ⅠⅠ は
N- アセチル グルコ サミン の 6位の硫酸化が必須で あり､ ガラクト - ス の 6位の硫酸化の有無
に関係ない o またグル コ サミニ ド結合を切断するため､ 生成する糖鎖の還元末端はN- アセチ
ル グル コ サミン､ 非還元末端がガラク ト - ス となり､ 他の 二 つ の酵素とは反応生成物が異な
る. Hashinoto ら67)は､ ウシ角膜由来ケラタ ン硫酸はケラタナ - ゼ により消化するよりも､
ケラタナ - ゼ ⅠⅠで消化するほうが二糖の生成量が高い こと､ さらに 二糖あたりの硫酸化度の
高い ケラタ ン硫酸の消化も容易である と報告して い る ｡ こ れらの酵素による反応生成物を
HPLC定量する方法として ､ Linhardtら
68)はケラタナ - ゼ消化後､ イオ ンク ロ マ トグラフ ィ
ー により反応生成物を電気伝導度検出により分析する方法を報告 し､ またToyoda ら 69)はケ
ラタナ - ゼ消化後､ 2- シアノ アセ トア ミドによる蛍光ポス トカラムHPLC法により､ ヒト尿中
のケラタン硫酸の分析が可能であるこ とを示 して いる｡ さらにBro Ⅷら70)はケラタナ - ゼⅠⅠ
消化により生成する数種 のオリゴ糖を2- aminobenz oic a cidにより蛍光誘導体化 し､100f皿01
まで の蛍光プ レラ ベ ル 肝LC分析に成功してい る . この ようにケラタン硫酸に対する特異的酵
素を使用し､ 生成するオ リゴ糖を分析する手法が有用であるこ とが示されて い る｡
そこでケラタナ - ゼ ⅠⅠ 酵素消化後に生成する二 糖を高感度かつ 迅速に定量する ことを冒
的に､ シ ョ ー トカラムを使用した負イオ ン検出turbo -ionspr ay による高感度定量法の検討を
行な っ た｡
2-3-1 定量条件の検討
ケラタ ン硫酸由来の 二糖である N- ア セチルグル コ サミ ン の 6位が硫酸化された Galβト
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4GIcNAc(6S) と
.
さらにガラクト - ス の 6位が硫酸化されたGal(6S)β卜4GIcNAc(6S)はLC-MSを
用いた分析により､ それぞれ[M -H]イ オ ンと硫酸基の脱離したピ ー クである[M-SO,瑚]イ オン
の m/z462イオ ンを検出できる ことが既に示されているo そこで LC-MS/MSにおけるプレカ ー
サ - イ オ ンにそれぞれ m/z462イ オン を選択した｡ 生成されるプロ ダク トイ オンができるだけ
輿 - を示すように ､ CID エ ネル ギ - を最適化した結果､ 主なプ ロ ダク トイ オ ンと して
Galβ卜4GIcNAc(6S) は m/z139([∝HCH20SO,]つと m/z97([liSO4]つ イ オ ン ､ Gal(6S)β卜
4GIcNAc(6S)は m/z97([HSO.]つイオ ンを検出 した(Fig. 2TIO)0
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以上 の結果より ､ MBH測定に お け る検出イオ ンは Galβ1-4GIcNAc(6S)､ Gal(6S)βト
4GIcNAc(6S)とも m/z462 ⇒ 皿/z97イオ ンを選択した｡また へ パ ラ ン硫酸の定巌法と同様にシ
ョ ー トカラムにCAPCELLPAK NHzUG80 を使用し､ 両化合物の HPLC分離条件を検討したところ､
溶離液にア ルカT)条件で あるアセ トニ トリル :10皿凹anm o niumfo r皿ate(pH 9.4)-4:6(Ⅴ/v)
を用いるこ とでGalβト4GIcNAc(6S)とGal(6S)βト4GIcNAc(6S)を分離させる ことに成功したo
2-3-2 定量法の確立
これまでの結果より､ 確立できたLC-MS/MS条件をFig.2-11に示す｡ 本法における定義限
界は注入量としてGalβト4GIcNAc(6S)で 0.17pmol､ Gal(6S)βト4GIcNAc(6S)は0.10pmolで
あり､ 両化合物とも5分以内で検出する ことができた(Fig.2-12). さらに検量線はそれぞれ
注入量として Galβト4GIcNAc(6S)で 0.17 -3.63pm ol､ Gal(6S)βト4GIcNAc(6S)は0.10- 2.14
pn olの濃度範囲で良好な直線性を示 した｡
L Cc o nditio n s
Colu m n
,
C A PCE L L PAK N H2 U G 80(2 m mi･d･ 芸 35m m);
Elu e nt
,
a c eto nitrile - 10m M a m m o niu m fo r m ate(pH 9･4)(4･･6, v/v);
no w rate
,
0.2 ml/min;
Colu m ntempa rature, 60
oC;
Sa mple siz e,0･001ml･
蜘
Appar atu s, A PI365(Sciex);
Io niz atio n
,
turbo-io n spr ay;
Dete ctio n
,
m ultiplere a ctio nm onito ring(MRM), negativ eio nm ode;
Collis o nga s, N2;
Pr obetempa rature,450
oC;
Nebulize rgas,1.3I/比in;
He atergas,7I/min,40psl;
Sele ctedio n s
,
m/z462⇒ m/z97(Galβ1-4GIcN Ac(6S), Gal(6S)β1-4 GIcN Ac(6S));
Sc a n nigtim e,1 s ec/s c a n ni g･
Fig.2･11. An alytic alc o nditio n ofL C･ M S/M S fo rGalβ1･4 GIcNAc(6S),
Ga)(6S)β1･4G)cN Ac(6S)fr o mke r ata n s ulfate.
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またバリデ ー シ ョ ン試験と して ､ 日内および日間変動を検討した結果をそれぞれTable2
-5
およびTable 21iに示す. 各濃度における真度(relat･ive er ror, RE)は90･0 - 105･9%､ 精度
(c o efficient, ｡f v ariation, CV)をお 11.8%以内を示 し良好で あっ た｡ 以上の結果より本定量
法を用い ることで ､ Galβ卜4GIcNAc(6S)で ot 17pnnl､ Gal(6S)β卜4GIcNAc(6S)は 0･ 10pm ol
まで精度良く高感度定量できることが明らかになっ た｡
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TabJe2･5. Ⅰ血tr a･day v a粥datjo n ofc alibr atio m sta nda rdsfo rthedeter minatio n of
抽edis a c cha rides of Ga岬1･ 4GIcN Ac(6S)a nd Gal(6S)β1･4GIcN Ac(6S).
Disa c cha rides Co n c e ntratio n s(p m ol/injection) cv
b
RE
e
Added M ea n ± SD a(n=5) (港) (
'7,,)
GalPl-4GIcN Ac(6S)
0.17 0.17 ± 0.02
0.34 0,33 ± 0.0 1
2.72 2.65 ± 0.05
3.63 3.47 ± 0.04
ll.8 1(.)0.0
3.0 97.1
1.9 97.4
1.2 95.6
Gal(6S)βト4 G IcN Ac(6S)
0.1 0 0.10 ± 0.01
0.20 0.2 1 j: 0.0 1
1.60 1.62 ± 0.06
2.14 2.15 ± 0.0 6
10.0 10().0
4.8 10 5.0
3.7 101.3
2.8 10 0.5
a sD = sta ndard of deviatio n. b c v = coeffic entofvariatio n.
c
R E= r elativ e erro r.
Table2-6. Inte r-day v alidatio n ofc alibratio n standardsfo rthedete r min atio n of
thedis ac chari de s of Ga岬1･4 GJcN Ac(6 S)a nd Ga主(6S)β1･4GIcNAc(6S).
Dis a c charide s Conc entr atio ns(p m ol/injectio n) cv
b
RE
c
A dded M e an ± s Da(n =5) (%) (%)
Galβ1-4 GIcNAc(6S)
0.17 0.18 ± 0.02
0.3 4 0.3 5 ± 0.02
2.72 2.72 ± 0.05
3.63 3.53 ± 0,10
ll.1 1 05.9
5.7 1 02.9
1.8 1 00.
2.8 97.3
Gal(6S)β1-4G IcN Ac(6S)
0.10 0.09 ± 0.01
0.20 0.2 1 ± 0.02
1.60 1.6 3 ± 0.08
2.1 4 2.11 ± 0.0 6
ll.1 90.0
9.5 105.0
4.9 101.9
2.8 98.6
a
sD = standard ofdeviatio n.
b
cv = c o effic entofv ariatio n. c RE = r elativ e err or.
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2-4 考察
筆者は､ 硫酸基を持つ GAGであるコ ン ドロ イチン硫酸､ へ パ ラン硫酸およびケラタン硫酸
の構成二糖に関するそれぞれの定鼠分析法として､ turbo-ionspray による負イオン検出を用
い た､ LC-MSおよびLC-MS/MS による高感度定二鼠法を検討した｡
まずコ ンドロ イチ ン硫酸由来の不飽和 である△Dト4Sおよび△Dト6Sに関して ､ 逆相
肝LC カラムを用い たイオン ペ アLC-MS による高感度定量法を確立した. 本法は揮籍性のイオ
ン ベ ア試薬で あるTBAOHを用い ることにより､ LC-MS では初めて△Di-4Sおよび△Di-6Sの
こ成功した｡ また本法のHPLC条件はアセ トニ トリル含量が18oA;と低いため､ そのま
まMSへ 導入する通常の方法でぼ高感度測定は困難であっ た｡ そこで ､ アセ トニ トリルをHPLC
分離後にポス トカラム涼加するこ とにより､ 約10倍の高感度化 に成功した｡ LC⊥MSにおいて､
このポス トカラム で孫加する手法を用い るこ とで､ 肝LC溶離液条件の極性が高い場合に､ 測
定感度をさらに向上するこ と非常に有用な手法で あるこ とが示唆された. 一 方､ 二 棚劉ヒ二
糖や三硫酸化 の マ ス ス ペ クトル は､ イオ ン ベ ア試薬の TBAⅧがそれぞれ2個あるいは3
個付加 したイオンが検出された｡ この付加イオ ン は分子量が大きく､ 本機器による定量に適
した質量範囲を超えたため､ 二硫酸化二糖や三硫酸化二糖につ いて の高感度測定は困難であ
っ た｡ またdivertv alv eを使用 し､ 溶離液をMSへ 導入せず廃棄するこ とは､ HS の汚染を最
小にすることがで き､ 生体成分の測定において有用な手段であると考えられた｡
次に へ パ ラン硫酸由来の 不飽和 二糖で ある△DiHS-OS､ A DiHS-NSおよび△Digs-6Sに関
して ､ LC-MS/MS による高感度定量法を確立したo 本法は各不飽和二糖のプレカ ー サ - イオン
がそれぞれ異なるこ とから､ 分析時間が3分以内の迅速定量に成功した｡ また△DiHS-OSの
定量限界は△Di告s-NSおよび△DiHS-6S と比較して約10倍劣っ たことは､ 負イオン検出に
おいて 二糖構造にある硫酸基が高感度分析に重要で あることが示唆された｡
さらにケラタン硫酸由来の る Galβト4GIcNAc(6S)および Gal(6S)β1
-4GIcNAc(6S)
に関して ､ LC-MS/MS による高感度定量法を確立した｡ 本法はGal(6S)β1
-4GIcNAc(6S)がイオ
51
ン化の過程で容易に硫酸基の 一 つ を脱離するこ とを利摺し[M-SO∃-H]
‾
イオン をプレカ ー サ -
イオンとして選択し､ アミ ン結合型シリカの シ ョ ー トカラムを用い る ことで ､ 両化合物を分
析時間5分以内の迅速定量に成功した｡
今まで ､ 硫酸基を持つ化合物の LC一凹S あるい はLC-MS/MS は､ +投的に逆相カラムを使用
している｡ 本研究により､ 硫酸基を有する化合物につ いて揮籍性のイオ ン ペ ア試薬を用い た
LC-凹Sやアミン結合型シリカカラムをアル か)条件で使用するLC-MS/MSによりpmol レベ ル
まで の高感度分析が可能である ことが初めて 明らかにされた｡ 以上 より､ 他の硫酸基を有す
る同様な化合物に関してもこれらの 手法が有用であるこ とが示唆きれた｡
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第3車 脳組級および脳神経系細胞のGAG の分析
脳-神経系は､ 巨大な情報処理器官であり､ 数百億個にものぼる神経細胞とその周辺をと
りまくグリア細胞から主に構成される｡ 脳を構成する細胞のうちグリア細胞の占める割合は
神経細胞の数1イ割こも及び､ 成熟した哨乳動物におけるグリア細胞は､ アス トロサイ ト､ オ
リゴデン ドロ サイトおよびミク ロ ダリアに分燥され､ 個々に特有の機能を果たしている｡ ア
ス トロサイ トの作用として ､ 神経細胞の支持､ 血管脳関門の形成､ 栄養物質や神経発育因子
の供給による ニ ュ ー ロ トランス ミッタ - の代謝などがある｡ またオリ
ゴデン ドロ サイ トはミ エ リン鞘を形成し､ ミクログリアは脳の免疫に寄与していると考えら
れてい る. 特に アス トロ サイトは兜生と分化の時期により､ 二 つ のタイプに分頼される
71)
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発生の初期はFig.3-1 に示すように脳室層の神経上皮細胞由来の グリア前駆細胞より､ 原
形質性アス トロ サイ ト(type-1 アス トロ サイ ト)が出現する｡Type
-1ア ス トロ サイトは､ 培養
系で細胞質が大きく石垣状構造をとり､ 分化に伴い グリア突起を伸長するo 次に､ 0
-2A幹細
胞という､ オリゴデン ドロ サイトと繊維性アス トロ サイト(type
-2 アス トロ サイ ト)の幹細胞
が出現する｡ Type-2 アス トロ サイ ト臥 長い放射状の グリア突起を伸長し､ 神経細胞と毛
53
細血管をつ なそ血潮尚関門を形成する｡ さらにこ の 0-2A幹細胞から､ 血小板成長因子(PDGF)
の添加によりオリゴデン ドロ サイ トへ 分化し 72)､ 毛細体神経発育因子(CNTF)の涼力‖により
type
-2ア ス トロサイ トへ 分化する73)o
一 方､ 脳機能の中心的役割を果たすと考えられる神経細胞は､ その神経細胞突起により形
成する複雑なネッ トワ ー クによ っ て ､ 認知､ 思考､ 感情､ 意志な どの複雑な高次格
司 っ て いる｡ こ の脳･神経系における高次構造を明らかにするためには､ 神経回路レベ ルでの
情事組も理機構の解明だけでなく､ シナプス で の情報処理機構の解明､ さらには細胞内で の情
報伝達機構の解明を行なわなければならない ｡
妊年､ 脳内の GAG はPGとして存在し､ 脳神経系における細胞内情報伝達におい て重要な
役割を果たすこ とが報告されて い る｡ こ の脳に存在する へ パ ラ ン硫酸プ ロテオグリカン とし
て､ グリピカ ンやN- シ ンデカンなどが存在する. これらは､ bFGFやプ レイオ トロ フ ィ ンなど
の ヘ パリン親和性成長因子の共受容体として､ 細胞増殖や神経細胞の生存維持､ 神経突起伸
長などを調節している 74
-82)
.
また膜貫通型の コ ン ドロイチン硫酸プロ テオ グリカンとして ､ 主に NG2-PGやフ ォス フ ァ
カン/RPTPyβが知られてい る ｡ グリア前駆細胞の細胞膜成分で あるNG2-PGは､ PI)GFα 受容
体の活性因子として､ PI)GF によるグリア細胞の増殖を調節して いる 83)｡ また､ 脳特異的受容
体型チロ シ ン フ ォス フ ァ 夕 - ゼで あるRPTPyβ84
-86)はグリア細胞あるい は神経細胞に由来す
ると考えられ､ グリア細胞の分化過程で制御を受けるこ と､ フ ォ ス フ ァ カン(RPTPyβの膜の
外側の可溶性部分)が結合するリガン ドと局在が 一 致する こ とが報告されており､ 情報経路
の 一 部にな っ て いると考えられる87
‾92)
｡
こ のような細胞内情報伝達機構の研究により､ 脳内に存在する PG は重要な生理活性物質
の 一 つ として注目されて い る o 一 方､ これらの PG に存在する GAG の生理的役割は未だ不明
な点が多く､ その生理活性の 一 部を担なう こと､ あるい は活性因子との結合に対する安定化
へ 寄与する ことなどと推測の域を出て いない ｡
以上の ように､ P Gの生理的機能に つ いて の研究が急速に進む 一 方で ､ PG に含まれる GAG
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に つ い ての分析研究はその存在状態の複雑さや多様性のためはとんど行なわれてい ない ｡ そ
こで第2車で確立したコ ン ドロイチン硫酸､ へ パ ラン硫酸およびケラタン硫酸の構成二糖に
関する高感度定巌法を剛 ､て ､ 糸臓 レベ ルでの脳中の 弘G分析､ さらに細胞レベ ルでの脳神
経系細胞の GAG分析を試みた｡
3-1 脳組織申GAG由来ニ糖の分析
脳に存在するGAGはその成 ことが知られている｡ ラ ッ トやマ ウス におい
て､ 分化の初期段階で はコ ン ドロイチン硫酸と へ パ ラン硫酸が存在し､ - 方成獣の脳ではコ
ン ドロ イチン硫酸が主成分となることが､ 電気泳動法あるいは放射性物質を用いた実験によ
り調 べ られて いる
93-9 6)
o oohir aらはラ ッ ト脳(10day- old)のコ ン ドロイチン硫酸臥 不飽和
△D卜4S が80%､ A Dト6S が20%であるこ とを ペ ー パ ー クロ マ トグラフィ ー によ
り明らかにした
97)
｡ その後､ Rau chらはモ ノクロ ナ ー ル抗体を用い たイ ムノ アフィ ニ チイ ク
ロ マ トグラ フィ ー 法により､ ラ ッ ト脳内の 三種頬の PG(1Dl､ 3Hl および 3F8)につ いて､ 7
day- old と成獣で比較したとこ ろ､ 7 day- oldでは20- 30% 存在したコ ンドロイチン6硫酸
は成獣において 4%以下に減少し､ 成獣においてコ ンドロイチン 4硫酸は96
oi以上存在する
ことを示した
98)
｡ またFla c c u sらはラ ッ ト成獣の小脳においてもコ ン ドロイチン4硫酸は約
96%存在するこ とを示した99). さらにEita 脚 a らは2
-
a Blino -benz a nlide による蛍光プレカラ
ム 肌 C法により､ ニ ワ トリの胎児脳中の コ ン ドロイチン硫酸は､ その成長過程において不飽
和二糖組成として △Dト6Sは減少し､ A Di-4Sが増加すること示 し､ この変動朋拭中のコ ン
ドロイチン 4-0- ス ルホトラ ンス フ エ ラ
ー ゼとコ ン ドロイチン 6-0- ス ルホトランス フ ェ ラ -
ゼの両酵素活性の変動が原因であることを明らかに してい る
100)
o
一 方､ へ パ ラン硫酸に関して ､ Tekotte らはUV検出による 肌 C法を用い て､ ラ ッ ト､ ウ
サギおよびウシの脳内の不和飽和二糖組成は△Di告s
-OSが46- 69%､ △DiHS-NS が17-21oi
で あるこ とを示 し､ 大きな種差がない ことを報告して い る
101)
｡ またLindahlらは､ アル ツハ
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イ マ - 病患者と健常人の臓中へ パ ラン硫酸を比較分析して ､ 患者での大脳皮質中の へ パ ラ ン
硫酸は､ N一 硫酸基の割合がやや高値を示すことを報告して い る 102)｡
またケラタ ン硫酸に関して､ ラ ッ ト成獣の脳中ケラタ ン硫酸は平均分子量約10,000を示 し､
コ ン ドロイチン硫酸と同 一 の コ ア プ ロ テイ ン のセ リンまたはス レオ ニ ンに 0- グリコ シ ド結
令(ES II型)して いるこ とが示されて い る 103, 104)o またRa u chらはラ ッ ト脳中ケラタン硫酸
は3Hlの コ ン ドロイチン硫酸プ ロ テオグリカ ンと共存し､ その成長過程でケラタ ン硫酸はや
や増加するもの の ､ そのGAG鎖の分岐あるい は硫酸基が減少するこ とを明らかにして い る99)0
またヒ ト脳において は､ ゲルろ過法 により分子量約 7,00 - 10,000を示すこ と 105)､ さらに
Lindal1 らはアル ツ ハ イ マ ー 病患者と健常人を比較して ､ 患者における大脳皮質中のケラタ
ン硫酸は､ 硫酸基 の割合が低い こ とを報告して い る106)oまたWithanlらは2- a minoben zoic acid
による蛍光プ レラ ベ ル 肌 C法により､ ブタ脳中のケラタン硫酸をケラタナ - ゼ ⅠⅠで酵素消
化後に生成される数種のオリゴ糖を分析し､ ウシ角膜申ケラタン硫酸と異なるパタ ー ンであ
ることを示 して い る28)0
以上のように､ 脳における 弘Gは胎児期からの成長過程あるい は病態時にそ の硫酸基 の結
合位置や量が変動する｡ そ のため､ 脳に存在するGAGの硫酸化の状態を明らかにするこ とは
非常に重要であると考えられる｡ しか し､ 脳に存在する 弘Gは微量で あるため､ その質的組
成に関する知見は未だ少なく､ 特異性の高い高感度分析法 により､ 各GAGを構成二糖単位で
解析した例は稀で ある｡ そこで､ 脳細職からコ ン ドロ イテン硫酸､ ヘ パ ラン硫酸およびケラ
タン硫酸を調製後､ それぞれの 弘Gに特異的に作用する酵素で消化 した後､ 生成した二糖に
つ いて第2章で確立した高感度定量法を用い て分析するこ とを試み た0
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3- ト1 脳組織試料からの GAG の調製
ラ ッ ト脳組織は､ Wistar 系SPF雄性ラ ッ ト(約 8週令)より採取した. マ ウス脳細織ま､
B瓜B/c 系雄性マ ウス(約6週令)より した｡ 脳組織からの GAG の調製は､ ブタの皮膚から
の GAGの調製に使用されて いるEoshiishiらの方法23)により行なっ たo 従来より哨乳動物の
臓器や血滴などからGAGを分離･精製する前処理法107)とほぼ同様で､ すなわちアセ トンおよ
び エ ー テル により月棚旨後､ プロ ナ - ゼ消化によりタンパ ク質やPGの コ アタ ンパ ク質部分を分
解する｡その後､ エ タノ ー ル沈殿によりGAG鎖を回収する方法である｡その操作方法をFig.3-2
に示す｡
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3- ト2 脳組織中コ ン ドロイチ ン硫酸由来不飽和二糖の分析
調製したGAG分画中の コ ンドロイチン硫酸を選択的に酵素分解して不飽和二糖を生成させ
るため､Fig.3-3 に示したようにコ ン ドロ イチナ - ゼ ACIIによる酵素消化を行な っ た後に､
酵素タ ンパ ク質などの高分子化合物を除去する目的で フ ィルタ ー によりろ過処理を行な っ た｡
さらにこ のろ過液をLC-MSへ と注入 した.
Sa mple s olutio n(0･02 ml)
0･1 Mtris- a c etatebuffer(pH 8)(0.01ml)
0･1 Ucho ndr oitin a s eA C II(0･01ml)
incubate at370Cfわr3 hr
lnter n alsta ndard s olutio n(0･01ml)
U L T R AF R E E- MC(30,000 M W filte ru nit)
c e ntrifuge at4,00 Ⅹ gt
l
o r1 hr at4oC
Filtr ate(0･005ml)
slb mit ..LC_ M S
Fig･3･3･ En zym edige stio n ofcho ndr oitin s ulfate wi thc o ndr oitin a s eA CII.
成獣マ ウス 脳組織中の コ ン ドロイチ ン硫酸由来の不飽和二糖の組成は△Dト4Sが98.1%､
△I)i-6Sが1.9%を示した｡ その LC-MSクロ マ トグラム をFig.3-4 に示す. 一 方､ ラ ッ トに
おける不飽和二糖の組成は△Di-4Sが96.8%､ △I)ト6Sが3.2 o/oを示 した(Table 3-1). マ
ウス およびラ ッ トの脳組織中の コ ン ドロイチン硫酸はいずれも不飽和二糖の組成としては大
部分が△Dト4Sが占め､ 既にラ ッ ト脳で明らかにされた不飽和二糖泉馳克とほぼ 一 致した結果
となり､ 脳では主にコ ン ドロ イチ ン4硫酸として存在するこ とがLC-MS により示された. マ
ウス とラ ッ トの脳組織中の不飽和二糖組成はほぼ 一 致したことから､ 両動物間では榎差がな
い こ とが明らかにな っ た｡
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3- ト3 脳組織中へ パ ラン硫酸由来不飽和二糖の分析
へ パ ラン硫酸を特異的に分解する酵素である､ ヘ パ リンリア - ゼⅠ､ ヘ パリ ンリア - ゼⅠⅠ
および ヘ パ リン リア - ゼ ⅠⅠⅠ は､ ウロ ン酸の C2位の硫西安基の有無により酵素作用に僅かな
遠い がみられる｡ これらの酵素を同時に作用させ酵素消化させることで ､ ほぼ完全に不飽和
Flを生成するこ とが知られてい る108)0 Fig.3-5に示 したように､ これらの酵素により消化
することで 弘G 分画中の ヘ パ ラ ン硫酸から不飽和二糖を生成させ､ ろ過処理した後に LC-
凹S/MSへ と注入したo
Sample solutio n(0･0 2ml)
0･01 Mtris- a c etatebuffe r(pH7)
c o ntainingO･01 Mc alciu m ac etate(0･01ml)
beparinas e(1 U), heparitin a s e(0･1U)
andheparitin as eII(0･1 U)(0･01 ml)
in c ubate at37oC for2 4 hr
lnternalstandards olution(0･01 ml)
U L T R A F R E E- M C(30,0 00 M W filte ru nit)
c entrifuge at4,000Ⅹ gfo r1 hr at4
PC
Filtrate(0･02ml)
slbmit . L C_ M S/M S
Fig･3･5･ En zym edige stio n of hepa r an sulfate･
成獣マ ウスおよびラ ッ トの脳組織中 へ パ ラン硫酸における△I)iHS-OS､ △I)iHS-NSおよび
△Dims-6S の組成比率の結果をTable3-2 に示す. マ ウス脳中 へ パ ラン硫酸は､ 不飽和二 糖
の組成比率と して OS/NS/6S=65･9/22.7/ll.5(%)､ ラ ッ トで はOS/NS/6S=73.4/18.1/8.6(%)
であり､ い ずれも不飽和 二糖組成の大部分は△ DiHS-OS が占め､ - 硫酸化二 糖としては△
I)ills-NSが△ I)iIS-6S より多い ､ 低硫酸化された へ パ ラ ン硫酸として存在する ことが LC-
凹S/凹S により示された｡ さらに マ ウス とラ ッ トの脳組織中の不飽和二糖の組成パタ ー ンはほ
ぼ類似したことから､ 両動物問で種差がない こ とが明らかにな っ た｡
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Table3･2･ Co m財()s組io m ort m s alu r a&cd dis a c cha rideprodtlC edFr o mhepa r a m
stJM-
'
a息ein m o u s e a nd r aもbraim.
Un s atu rated dis a c cbaride compositio n(%)
a
ADiHS-()S ADiHS- N S ADiHS-6S
M o u s e 65.9±4.2 22.7± 2.6
Rat 73.4士 1.7 18.1 ±2.7
ll.5 ±2.4
8.6 ±1.9
a M e a n±S D(n=6)
3-1-4 脳組織中ケラタン硫酸由来二糖の分析
Fig.3
-6 に示 したように､ ケラ夕ナ - ゼ ⅠⅠ酵素消イヒによりGAG分画中の ケラタン硫酸から
二糖を生成させ ､ ろ過処理した後にLC 瑚S/MS へ 注入した｡ ウシ角膜由来のケラタン硫酸､ ウ
シ鼻軟骨由来の ケラタン硫酸プロテオグリカンに つ いても同様に分析を行なっ た｡ 角膜由来
の ケラタ ン硫酸はそのまま酵素消化を行 っ た後､ LC⊥MS/班S により分析したo ウシ鼻軟骨由来
の ケラタ ン硫酸は､ 前述した組織中GAG の調製法(Fig.3-2)に従っ て前処理を行なっ た後､ 同
様に酵素消化してLC-MS佃S により分析した.
Sa mple s olutio n(0･02ml)
U L T R A F R E E- MC(30,000 M Wfilte runit)
I ce ntrifuge at4,00 0xgfo r1 hr at4 oC
Filtr ate(0.01ml)
slbmit t｡ L C_ M S/M S
Fig･3･6･ En zym edige stio n of ke r ata ns ulfate･
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各組織中の ケラタ ン硫酸を酵素消化後､ 生成された二糖の LC/MSrMSク ロ マ トグラム を
Fig. 3
-7 に示す｡ また各組織における Galβ卜4GIcNAc(6S) とGal(6S)β卜4GIcNAc(6S)の 二糖の
組成比率をTable3-3 に示す｡ 各組織でガラク ト - ス 6位が硫酸化される割合は大きく異なり､
鼻軟骨ゝ角膜>脳という結果で あり､ 脳 に存在するケラタン硫酸は､ 他の組織由来ケラタ ン
硫酸の硫酸化度とは異なる ことが明らかになっ た｡ さらに成獣 マ ウス およびラ ッ トの脳組織
中のケラタ ン硫酸由来の 二糖組成はほぼ 一 致したこ とから､ 両動物間で種差がない ことが明
らかにな っ た｡
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Tab丑e3･3･ Co mpoLSition oFdis批 Charideproducedfrom ke rata n s切丑rate･a鮎 rdigestion
wi紬 ker ala mas cⅠ且.
I)is a ceharide M otlSebrain Ratbrain Bo vineco rn e a Bovine nas alcartilage
(l1=6) (n=6) (n=5) (n=5)
Galβト4 GIcN Ac(6S) 9 6･4 ±0･6 91･8±0･6 83･7 ±1･1 42･5 土2･5
Gal(6S)β1-4 GIcN Ac(6S) 3･6 ±0･6 812 ±0･6 16･3 ±1･1 57･5 ±2･5
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3- ト5 考察
脳に存在するGAGの硫酸化の状態を明らかにするため､ 成獣の脳組織からコ ン ドロイチ ン
硫酸､ ヘ パ ラン硫酸およびケラタン硫酸を調製後､ 各構成二糖に つ い て分析を行なっ た｡
本研究で はマ ウスおよびラ ッ ト脳組織中には､ 不飽和二糖の組成がい ずれも△ Di-4S が
97%以上と､ 主にコ ン ドロイチ ン4硫酸が存在するこ とがLC-MS により明らかにな っ た｡ こ
の結果は既に成獣ラ ッ トの脳で報告された不飽和 二糖組成 98)の結果とほぼ - 一致し､ さらに
Oohir aらが示 した10 day- oldの ラ ッ ト脳の不飽和 97)より△Dト6S の存在率が減少
して いる｡ こ の こ とは､ Eitaga w aらが鶏卵胎仔の脳で示 した△Dト6Sの 存在率の減少 m O)と
も 一 致し､ ラ ッ トの成長過程において脳内の コ ン ドロイチン 4-0- ス ルホトランス フ エ ラ ー ゼ
とコ ン ドロイチ ン6-0- ス ルホトラ ンス フ エ ラ ー ゼ の酵素活性は変動する ことが示唆された｡
またマ ウス とラ ッ トの脳組織中の不飽和
い ことが明らかになっ た｡
しており､ 両動物間で種差がな
成獣マ ウス およびラ ッ トの脳組織における へ パ ラン硫酸をLC-凹S/MS により分析した結果 ､
不飽和二糖の組成比率として大部分が△DiHS-OSが占め､ ⊥硫酸化二糖として△DiHS-NSが
△DiiS-6Sと比較して多い ､ 低硫酸化された へ パ ラン硫酸が存在した. マ ウス とラ ッ トの脳
中不飽和二糖の組成パタ ー ンはほぼ類似 して い る . またTekotte らが示 したウサギとウシ脳
由来の不和飽和 二 糖雑成の パタ ー ン 101)も ー 致する ことから､ 脳における へ パ ラ ン硫酸は､ 種
を超えてその不飽和二糖組成がほぼ 一 定になるように､ 生体内で硫酸化状態は制御されて い
るこ とが示唆された｡
成獣マ ウス およびラ ッ ト脳､ ウシ角膜､ ウシ鼻軟骨由来のケラタ ン硫酸をLC一凹S佃Sにより
分析した結果 ､ 各轟臓 における Galβト4GIcNAc(6S)と Gal(6S)βト4GIcNAc(6S)の 二糖組成比
率は大きく異なり､ ガラク ト - ス 6位が硫酸化される割合は鼻軟骨 >角膜>脳であっ た｡ マ
ウスおよびラ ッ ト脳の 二糖組成は､ Witha皿らが示したブタ脳中の 二糖組成パタ ー ン 28)と 一
致し､ これらの動物間で種差がない こ とが示唆された｡ ラ ッ ト脳中の ケラタン硫酸プ ロテオ
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グリカ ンは､ 軟骨で認められるようなコ ア プロテイ ンのセリンまたはス レオ ニ ン に0- グリコ
シ ド結合して い ると考えられているが､ その磯較化パタ ー ンは軟骨と大きな相通がある｡ 脳
に存在するケラタン硫酪ま､ 他の組織由来ケラタン硫酸とは棚財ヒ度において大きく異なる
ことが示唆された｡
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3-2 脳神経系細胞におけるGAGの分析
埠年､ 急速に進歩した細胞培養法は､ 複雑な生命現象を理解する上で重要な研兜手段とな
つ てい る｡ 神経細胞の培養系には､ 神経としての性質を保持した腫癌由来の株細胞系と､ 初
代培養系がある｡ 神経細胞は分化成熟した後は､ 分裂増殖しない とされ､ ヒ卜では腔の時期
から､ 出生後数カ月ですべ て の神経細胞は分裂能を失うとい われて いる｡ そのため神経細胞
の初代培養につ い ても､ 胎児期 あるい は助若期の脳を材料にするこ とで ､ 比較的容易に再現
性の良い系が得られる｡ またグリア細胞の培養系につ いても､ その発生過程を考慮するこ と
により個々の グリア細胞を単離培養する ことができる｡
一 方､ 脳由来の PGは､ 実際の神経細胞培養時に､ 神経細胞突起の伸長を調節するこ とが
報告されて いるo ラミ ニ ンやLl/Ng-CAMを塗布した培養皿の上で神経細胞を培養すると､ 神
経突起の伸長が促進されるが､ そ こに ニ ュ ー ロ カン､ フ ォス フ ァ カン ､ NG2-PG､ あるい はア
グリカンとい っ た脳由来のPGを共存させ ると､ こ の神経究樹申長浦性が中和される 109
‾111)
0
一 方､ ニ ュ ー ロ カンやフ ォス フ ァ カン を単独で塗布した培養皿を用い た場合､ 一 部の神経細
胞で は､ 突起伸長が促進される 112)｡ これらの PG が神疲突起の伸長を抑制するかあるいは促
進するかは､ 神経細胞表面でPGと相互作用する分子の種類や組成の違い によると考えられて
い る｡ この ように､ 実際の脳神経培養系におい て神経細胞がある種 のPG により神経突起形成
の調節を受けることが示されて いる｡
さらに脳神経系細胞の培養におい て､ 脳内に存在するコ ン ドロイチン硫酸プロテオグリカ
ンは神経細胞あるい はグリア細胞などに存在し､ それらの細胞で生合成され分泌されるこ と
が示されて い る ｡ NG2-PGはオリゴデ ン ドロ サイ トとtype -2 アス トロ サイ トの幹細胞である
0-2A幹細胞において膜貫通型PGとして存在する 113･1 14)｡ またア ピカ ンは生後1- 2日の幼若
期の脳由来の混合グリア培養細胞から調製されたアス トロ サイ トで主に生成そして分泌され
る 115)0 Engelらはラ ッ ト胎児脳の組織切片における mRNA発現 レベ ルよりニ ュ ー ロ カンは神
経細胞に､ フ ォス フ ァ カンはア ス トロサイ トに分布すると報告してい る 116)｡ またCan o11 ら
66
はRPTPyβには三つ のタイ プがあり､ その d NAの発現から幼君期の脳由来の混合グリア培
養細胞は三種規全て を分泌 し､ type -1 アス トロサイ ト前駆体と0-2Å幹細胞ではその発現の
種類が異なるこ とo さらに､ 0-2A 幹細胞はか)ゴデン ドロサイ トへ 分化すると膜質通型の
RPTPyβが減少する ことを示して いる
”7)
. さらに抗体や 此馳 レ ベルでの確認によりフ ォス
フ ァ カンおよび RPTPyβはアス トロサイ トと神経細胞で生成して いることが報告されてい
る 牌 121)0
以上の研究はいずれも放射機識化合物､ 抗体あるい 棟dRNAレベルでの角噺 であり､ これ
らの化学的な分析に つ いては未だ行なわれて い ない ｡ その理由として ､ 培養実験から得られ
中の GAG レベル が徽観であることが挙げられるo そこで､ 脳神経系細胞の培養時
において存在すると考えられるコ ン ドロイチン硫酸につ い て､ 第2車で確立したLC⊥HS によ
り分析を行ない ､ 細胞培養時におけるコ ン ドロイチン硫酸の質的､ 量的変動につ いて検討し
た｡
3-2-1 培養液および細胞からのGAGの調製
細胞培養に用い た培養液からの GAG の調製は､ Ⅰ皿anariらの方法
122)を用い た｡ 培養液より
プロ ナ - ゼ消化後､ エ タノ ー ル沈殿によりGAGを分離しており､ 再fBJ性､ 回収率とも良好で
あると報告して い る｡ その操作方法をFig.3-8 に示す.
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●
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●
ラ ッ ト脳神経細胞培養時における細胞画分からの GAG の調製は､ 培養終了後に培養皿にま
だ定着してい る細胞をHEPESbuffer s alin e s olution(IBSS)で洗浄し､ セル スク レイパ -
で剥がした後､ 超音波細胞破砕頬で破砕処理をした
GAGの調製方法に従い処理を行な っ た｡
を､ Fig.3-8 に示した培養液からの
ラ ッ トおよび ヒ トの アス トロサイ ト培養時における細胞からの GAGの調製は､ 培養終了後
にまず培養皿からトリプシ ン ーEI)TA により細胞を剥がし､ tIBSS で洗浄した後､ 超音波細胞破
砕機で破砕処理をした
行なっ た｡
を､ Fig.3-8 に示した培養液からの GAGの調製方法に従い処理を
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3-2- 2 ラ ッ ト由来培養脳神経細胞における コ ン ドロ イチン硫酸の分析
ラ ッ トの脳神経細胞は､ 妊娠18日目の ラッ ト胎児脳の大脳皮質海馬か ら､ パ パイ ンによる
酵素処理および細胞分散の操作により採取したo 培養液はB-27添加因子をGIBCOB 礼, Life
Te chnologie s製 Dulbecc()
'
sModifiedEagleMediu m(D-MEW)に添加したものを用い ､ 約1xlO
6
c ells/w ell(9. 6 cuf･)の密度で ､ 5% CO2泉件下で初代培養した
123-125)
. 培養後2 日目から13
日目まで ､ 経時的に細胞および培養液に分泌された コ ン,ドロイ チン硫酸をLC 瑚Sにより分析
した｡ 培養液中の 不飽和 二糖の漉度は Fig. 3- 9に示 したように培養日数とともに増加 して い
た｡ 培養液中の コ ン ドロ イチン硫酸由来の不飽和二糖の組成はTable 3- 4に示したように､
△ Di- 4Sが72. 6 - 88, 0 %､ △ Di-6Sが12. 0 - 27. 4 %と､ 培養日数による大きな変動はなく ､
その コ ン ドロ イチ ン硫酸の大部分は△ D 卜4Sが占めた｡
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Table3･4. Dete r min atio n orthe Ⅶ n s att)rated dis accharidefrom
cho ndr oitingulfatein cⅦ)lu re m ediu m ofr at n e u r o n.
Tim e Un satur ated dis a c charide(p mol/ ml)
(day)
ll
13
ADi-4S ADi- 6S
2 10.9±14.1
a
(88.0)
ら
271.7 ± 5 2.6
(84･3)
6 94.2 ± 138.2
(7 5･6)
757.6 ± 40.1
(73･6)
11 22.4 ± 1 36.
(72･6)
155 3.5 ±72.8
(73･5)
112 0.8 ± 110.6
(73･9)
28.8 ± 3.7
(12･0)
5 0.4 ±13.9
(1 5･7)
22 4.2 ± 2 9.4
(2 4･4)
271.9 ±19.9
(26･4)
423.8 ± 68.4
(27･4)
561.3 ±27.7
(2 6･5)
396.5 ± 36.8
(26･1)
a
M e an±SD(n=3)
ち
Datainpar enthes es sho wtheper ce ntage ofdis a c charidesin thepolymer･
一 方､ 細胞画分におけるコ ン ドロ イチ ン硫酸由来の不断口二糖の組成はTable3-5に示 し
たように△Dト4S が79.3 -90.7 臥 △I)ト6Sが9.3 -20.7 o/oと､ 培養日数による大きな変動
はなく､ 培養液と同様にその コ ン ドロ イチン硫酸の大部分は△Dト4Sが占めた｡ またその 不
飽和 二糖レ ベル は､ 培養日数による増加は認められなか っ た｡
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Tab且e3･5. Dc舌cr m且na8ion oflhe tlm S atur atCd disa (:cha ridefr o m
chomdroitin sll falein cells ofr at metAr O71.
Tim e Uns atur ated disa ccharide(p m ol/dish)
(day) AD ト4 S ADi-6 S
l l
13
67.6±1.3
a
(90.7)
b
13 6.7 ±0.3
(89･0)
104.7 ±3.2
(85･8)
44.5 ±1.0
(79･3)
3 8.2 ± 1.9
(80･7)
82.4 ±1.5
(86･1)
30.6 ±2.6
6.9±1.0
(9･3)
1 6.9±0.5
(11･0)
1 7.3 ±0.6
(1 4･2)
ll.7± 1.9
(20･7)
9.1 ±1.0
(19･3)
13.3 ±0.8
(13･9)
6.7 i 2.0
(82･0) (18･0)
a
Me a n± S D(nニ3)
b
Datain pare ntheses sho wthepercentage of disa ccharidesinthep
olym er･
細胞の状態を顕微鏡下で観察すると､ 脳神経細胞披培養時にその数を増やすことはしない
が､ 神経突起は時間とともに伸長し､ 培養7日目では繊嘩状を呈した後､ 徐々に死滅化するo
そのため本培養法で の無血清状態の初代培養としての ､ 脳神経細胞の寿命は約1週間程度で
ある. - 方､ 脳神経細胞の培養では､ 少量で はあるがアス トロサイ トが共存するo 本無血清
培養条件下で はア ス トロサイ トの増殖能は低い ｡ そのため培養7日目以前で は顕微鏡下で は
ほとんど確認されない ｡ しかし､ 脳神経細胞の死滅化がみ られる7日目以降よりアス トロ サ
イ トと考えられる細胞の存在が確認されるようになる(Fig･3
-10)｡ 神経細胞の死滅がはじま
る培養7日目以降においても､ 培養液中の コ ン ドロ イチン硫酸レベ ル は増加 してい る ことか
ら､ 培養液におけるコ ン ドロイチン硫酸の増加は神経細胞に共存して い たアス トロ サイ トか
ら分泌されて い るこ とが示唆された｡
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3- 2- 3 ラ ッ ト由来培養ア ス トロ サイ トにおける コ ン ドロ イチ ン硫酸の分析
ラッ ト脳由来のア ス トロ サイ トは､ 妊娠18日目のラッ ト胎児大脳か ら､ トリプ シ ンによる
酵素処理より採取した後､ 2 週間培養したもの を継代して用い た｡ 培養液は添加因子として
hEGF､ in s ulin､ pro昏eSte r O n e､ tran Sfe r rin､ fetal bovin e ser u m(FBS)､ GA-1000をアス
トロ サイ トBas al Mediu rn (ABM) に添加したもの を用い ､ 約1Ⅹ104 cells/well(75c Ⅱ戸)の密
度で､ 5% CO2条件下で培養したo 培養後3､ 5および7 日月における細胞および噂養液に分泌
された コ ン ドロ イチ ン硫酸をLC-MSにより分析 したo
ラ ッ ト脳由来の ア ス トロ サイ トを培養した時のその培養液中には､ Fig. 3- 11に示すように､
コ ン ドロ イチ ン硫酸由来の不飽和二糖はLC-MSにより検出されなか っ たが ､ アス トロ サイ ト
における コ ン ドロイチ ン硫酸を検出する ことができた｡
丑S OO D
20 0(IO
”
層
1 S…
月
1 00 00
BO O B
(b)
(a)
‡‡
A Di･6 S
LV 叫 ヽ′ ヽ
-
A Di･4S
1 2 1 4 1 4
Ti皿 e(血 11)
Fig.3-1且. Typic alturbo-iomspraySI Mchro m atogr a m s oSADi-4 S
amdA Di-6Spr oduc ed bychondr oitim a s eA C IⅠdige stion of
(a)c ells and(b)m ediu m im rat astro cyte ctlZtu r e
m orlito r ed at m/z6 99.4.
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その時の不飽和二糖組成をTable3-6 に示す｡ A I)ト4Sが77.8 - 81.2臥 △Dト6S が18.8
-22･2%と､ 培養日数による大きな変動はなく､ そ の コ ン ドロイチン硫酸の 大部分は△ Dト
4S が占めた｡ またアス トロサイ トの不飽和 二糖レベ ルはFig.3-12に示すように細胞が増殖
するに従い増加し､ その細胞当たりの不飽和二 糖レベ ル はほぼ 一 定で あっ た｡ アス トロサイ
トに存在するコ ン ドロイチン硫酸の不 脚口二糖組成は､ 神経細胞培養時に示された不飽和二
糖組成とほぼ 一 致したことから､ 前述した神経細胞培養における培養液中での コ ン ドロ イチ
ン硫酸レベ ル の増加は共存したア ス トロ サイ ト由来であることが示唆された｡
Table3･ 6. Dete rminatio n of thetln S atur ated dis a c chari dcfr o m
cho ndr oiti71 S ulfatein r ata str o cylein c u)t) r e.
Tim e unsaturated disac charide(p m ol/10
6
c ell)
(day) A Di14S A Di-6S
3 48.0 ±8.8
a
(n-3) (79.1)
b
5 46.6 ± 0.9
(n=3) (77･8)
7 47.9 ± 0.9
(n= 3) (81.2)
1 2.7 ±2.4
(20･9)
1 3.3 ±1.2
(22･2)
ll.1 ± 0.9
(1 8･8)
Tota1 4 7.5 ± 4.7 1 2.4 ±1.8
(n=9) (79･4) (20.6)
a
M ean ±SD
b
Datainpare nthes e s sho w the perc entage of disa c charides inthepolym er
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3- 2- 4 ヒ ト由来培養ア ス トロ サイ トにおける コ ン ドロ イチン硫酸の分析
ヒ ト脳由来のア ス トロ サイ トはBioWhit taker(Walkersville, USA) より購入 した(妊娠17･ 5
週目の胎児から採取)｡ 培養液は添加因子として 旭GF､ in s ulin ､ pr oge stero n e､ tra n sfe 汀in､
FBS
､
GA- 1000をAB削 こ添加 したもの を用い ､ 約 2. 5Ⅹ10
5
cells/w ell(75c汀p)の密度で ､ 5% Cq2
条件下で継代 した｡ 継代数3 - 5回(1継代: 1週間)後に得られた細胞および培養液における
コ ン ドロ イチン硫酸をLC瑚Sにより分析を行なっ たo
ラ ッ ト脳由来ア ス トロ サイ トの結果と同様に､ ヒ ト脳由来ア ス トロ サイ トを培養した時の
その培養液中には､ Fig. 3-13に示すように コ ン ドロイチン硫酸由来の不飽和二糖はL 仁湖Sに
ょり検出されなか っ たが, 細胞画分の コ ン ドロ イチン硫酸を検出する ことができたo その不
飽和二糖組成はTable3- = こ示すように､ A D 卜4Sが79･ 7 - 82･ 6 %､ A Di
-6Sが17･ 4 - 20･ 3 %
と継代数による大きな変動はなく ､ その コ ン ドロ イチン硫酸の大部分は△ D卜4Sであっ た｡
一 方､ その細胞当たりの不飽和二糖レ ベ ル は3および 4継代後で
一 致したものの ､ 5継代後
におけるその不飽和二糖レ ベ ル は約2倍 - 増加していた｡
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Table3-7. Dete r min atio n ofthe lnS atu m ted dis a c charide &o m
chondroitin sulfateim hu m an a stro cytein c ultu re.
Pa ssage
3
(n-4)
(n-4)
5
(n-4)
uns aturated dis a c cbaride(p m ol/10
6
c ell)
A D i-4 S △Dト6S
54
.
2 士 9.6
a
(82.6)
b
58.3 士 1.4
(79.7)
101.7 ± 17.3
(81.1)
ll.4 土 1.8
(17.4)
14.9土 l.5
(2 0.3)
23.8土 4.8
(18.9)
a
M e a n土 S D
b
Datainparentheses show thepe rc entage ordis a c cha ride sinthepolym e r･
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3-Z-5 % *
高等生物の機能を研究する上で､ 個体を構成する種々に分化した細胞の機能を分析し解明
することは､ 今や有力な研兜手段の1つ とな っ てい る｡ そのため､ 近年における初代細胞培
養の技術的進掛またい へ ん著しい ｡ しかし､ 脳由来の神経細胞の初代培養で は､ 脳から摘出
した細胞塊には目的とした神経細胞以外にも､ 神経細胞の周囲に必ず存在するグリア細胞､
されて しまう｡ しかしながら､ 最近では培凄方法がさらに改良さ
れ特殊な稀加因子や培養液を用いるこ とで ､ となっ て いる｡
本研究により､ ラ ッ ト脳由来の神経細胞を培養すると､ その培藤城申に経時的に不飽和二
糖の組成として大部分が△D卜4Sが占める コ ン ドロイチン繊唆が分泌されるこ とが明らかに
きれた｡ この培養時にみ られた増加傾向は､ 脳神経 じまる培養7日目以降
においても､ 培養液中の コ ン ドロイチン硫酸はさらに増加 してい る｡ このこ とから､ 培養液
におけるコ ンドロイチン硫酸の増加は､ 培養時に少巌ながら共在して い る アス トロ サイトが
コ ン ドロイチン硫酸を座生 し細胞外に分泌する ことが原因で あると考えた｡前述したように､
現法の神経細胞培養法で はグリア細胞などの混在は避けられない ｡ こ の グリア細胞は､ 妊娠
18日目の胎仔脳から採取 して い るため､ 大部分がtype-Ⅰ型の アス トロ サイ トであるo 神経
細胞を培養皿 ヘ 蒔くと､ 培養皿 に接着しやすい グリア細胞がまず最初に接着し､ 次に神経細
胞が接着する｡ 本実験においても､ 少量の ア ス トロ サイ トが接着した後に､ その隙間あるい
はその上から多量の神経細胞が接着する｡ 本培養条件は無血滴状態で あるためア ス トロ サイ
トはほとんど細胞増殖できない が､ 多種の神経栄養因子を産生し細胞外に分泌する ことで ､
脳神経細胞の生者性を高めると共にそ の外部環境をも調節して い ると考えられるo 本実験で
も､ 培養7日目には神経細胞は繊塊状に達した後に､ 寿命のため徐々に死滅して いる｡ それ
に伴い ､ それまで下層に存在して い たア ス トロ サイ トが時間とともに確認されるようになり､
培養11日目で は神経細胞はほぼ死滅し､ アス トロ サイトのみが残 っ た状態とな っ た｡ こ の培
養11日目で培養液中の コ ン ドロ イチン硫酸レベ ルは巌謝直に達した後､ その レ ベル は減少し
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てい る｡ そ の理由として ア ス トロ サイ トの長期培養による弱化あるい は死滅が考えられる｡
またア ス トロサイト以外で培養時に混入する可能性のある細胞には轟 l n る｡ こ の
繊維芽細胞は培養時にGAGを産生し､ 特にデル マ タン硫酸を多量に産生し細胞外へ 分泌する
ことが知られて いる122)｡ 今回の 実験で ､ 培養液中にデル マタ ン硫酸が検出されなか っ たこ と
から､ 培養液中の コ ン ドロイチン硫酸の増加は繊維芽細胞によるもので はない と考えた｡ 以
上のこ とから､ 培養液における コ ン ドロイチン硫酸レ ベルの増加は､ 共存してい るアス トロ
サイ トによるコ ン ドロイチン硫酸の藤生および分泌に起因すると推察した｡
一 方､ 神経細胞培養後の培養皿に接着して い る細胞画分に不脚口二糖の組成として大部分
が△D卜4Sが占めるコ ン ドロイチン硫酸が存在するこ とを明らかに した｡ 近年､ グリア細胞
以外に神経細胞にもコ ン ドロイチン硫酸が存在するこ とが報告されて いる118
-121)
. 本実験にお
いて検出された細胞画分の コ ン ドロイチン硫酸は､ 共存するア ス トロ サイ トあるい は神経細
胞由来で ある可能性もあり､ 正確な細胞分離手法が今後開発され ､ 解明される ことが期待さ
れる｡
ラ ッ トの脳神経細胞の培養時に認められたコ ン ドロイチン硫酸レ ベル の増加が､ アス トロ
サイ トによることを検証するため､ ラ ッ ト脳由来アス トロ サイ トの単独培養を行 っ た｡ ア ス
トロ サイ トの単独培養で は､ 脳神経細胞培養で確認された培養液中の コ ン ドロイチン硫酸は
LC⊥凹S で全く検出されなか っ た. 一 方､ 細胞画分 には不飽和 二糖の組成として 大部分が△
Di-4Sが占めるコ ン ドロ イチン硫酸が存在し､ そ の不飽和二糖組成は脳神経細胞培養におけ
る培養液中の組成と 一 致してい るo こ の ことからも､ 脳神経細胞培養時に確認された培養液
中の コ ン ドロ イチ ン硫酸レベ ル の増加は､ アス トロ サイ トによるものである ことが示唆され
た｡
またアス トロサイ トは､ 単独培養時で はコ ン ドロ イチン硫酸を細胞外 へ 分泌せず､ 神経細
胞が共存する ことで ､ 細胞外 へ コ ン ドロイチン硫酸を分泌する可能性が示された｡ 今まで に
単独培養時の グリア細胞がコ ンドロイチ ン硫酸プロ テオグリカン を培養液中へ 分泌する例が
い くつ か報告されて い る ｡ ア ピカ ンは誕生後まもない幼若期の脳由来の混合グリア培養細胞
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から調製されたアス トロ サイ トから1u)､ またRPTPyβはtype -1アス トロサイ ト前駆体､0-2A
幹細胞､ が)ゴデンドロサイ トから分泌される117)o さらに ニ ュ ー ロカ ン披､ 妊娠20日目の
胎児脳由来アス トロサイ トから分泌される12O)｡ 以上のように､ 細胞の発生時期､ 種類､ さら
に よ っ て ､ 分泌されるコ ン ドロイチン硫酸プロテオグリカンが異なるこ
とから､ これらのPGの生合成と分泌は細胞環境によっ て コ ン トロ ー ルされている可能性があ
る｡
本研究で用い たアス トロサイ トは､ 妊娠18日日の胎児脳から彰 した､ その大部分が比較
約束成熟なtype-Ⅰ型の アス トロサイトである｡ 今回の結果から､ 単独培凄のような周囲に他
の細胞がない細胞環境では､ 胎児由来の比較的未成熟なtype -Ⅰ型アス トロサイ トはコ ンドロ
イチン硫酸鎖をその細胞表面に有するものの､ 細胞外 へ 分泌しない ｡ ～ - 方､ 神経細胞培港晴
ではアス トロサイト周囲に神経細胞が共存するとい う環境を認識し､ ア ス トロサイトの生理
的役割である神経細胞の機能調節や栄弓 として､ 神経突起の伸長を調節するため､
細胞外へ コ ン ドロイテ ン硫酸を分泌して い る可能性が示唆された｡
ヒト脳由来の ア ス トロ サイ ト単独培養で は､ ラ ッ トと同様にその培養液中においてコ ン ド
ロ イチン硫酸はLC一凹S で検出されず､ 細胞において コ ン ドロイチン硫酸が存在するこ とが明
らかになっ た｡本研究におけるヒト由来ア ス トロ サイ トもtype-Ⅰ型アス トロ サイトであり､
ラ ッ トと同様の結果を示したと考えられる｡ また5回継代するとコ ン ドロイチ ン硫酸レベ ル
が約2倍も増加 したことは､ 細胞の成熟の過程を反映してい ると考えられる｡ +扱に､ 細胞
培養系で はin viv oの発生に近いタイムス ケ ー ルで胎児から成体へ 細胞の成熟が進むとされ
てい る｡ またブ ロ テオグリカン の生合成において ､ GAGの硫酸化を行うグリコ サミノ グリカ
ンス ルホトラ ンス フ ェ ラ - ゼ晴性は動物個体の成長に伴っ て変動することが知られており､
本試験の5継代後におけるコ ン ドロイチン硫酸レ ベ ルの増加は､ アス トロ サイトの細胞成熟
によりその発現塞が増加 した可能性も考えられた｡
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第4車 腫療組識および腫癌細胞の 弘Gの分析
糖鎖は種および細胞特異的であると同時に､ 細胞の発生､ 分化､ 老化に応じて規則正しく
変化し､ なおかつ細胞内外の情報ネッ トワ ー ク の構成員として働い て い る ｡ 複合糖質鎖の が
ん化による糖鎖異常は､ この細胞学的秩序に致命的なダメ ー ジを与える｡ 細胞のがん化に伴
う糖鎖異常は糖蛋白質､ 糖脂質､ プロ テ オグリカンの いずれで も観察されて い る｡ この がん
化に伴う糖鎖異常として ､ 胎児性糖鎖の発現､ 血液型油性糖鎖の変化､ 分化および増殖関連
糖鎖の発現､ 糖鎖の密度と露出度の変化などが報告されてい る 126
-12a)
. これら複合糖質のがん
性変化はほぼすべ ての がん細胞に認められており､ 有用ながんの マ ー カ ー となっ てい るこ と
からも､ 糖鎖情報がその がんの病状や状態を反映して い る ことが考えられる｡
近年､ 弘G に関してもがん化に伴うその変化が知られれるようにな っ た｡ へ パ ラン硫酸は､
ほとんどす べて の種類の細胞表面に存在し､ 形質転換により細胞表面の へ パ ラ ン硫酸は､ 巌
あるい は硫酸化度が減少するとされ 1291 34)､ その ためフィ ブロ ネクチン ､ ラミ ニ ン ､ コ ラ ー ゲ
ンとい っ た細胞外マ トリ ックス 成分との結合性が弱まる ことが報告されて い る134136)｡さらに
細胞表面に存在する へ パ ラ ン硫酸ブ ロ テオグリカンであるシン デカン ー1 は､ 抗浸潤性を示す
とされ､ がん化によ っ てその発現が消失あるい は減少するこ とが明らかにされてい る1
37+141)
0
またCI)44は細胞間および細胞 - 細胞基質問の接着を媒介する膜貫通型の糖蛋白質で あり､ が
ん転移などで重要な役割を果たすことが知られて い るが､ その CD44 にコ ン ドロ イチ ン硫酸と
へ パ ラン硫酸が結合糖鎖として存在するこ とが知られて いる 142)｡ またこれまでに､ 臨床にお
けるがん の病態レベ ルで ､ がん組織申の コ ン ドロイチン硫酸などの GAG塞が変動する 9
-14)と
いう報告もあるが､ がん細胞の種類 によっ てもそれぞれ性質が異なるため､ 今までの知見か
ら披がん化過程を特徴づ ける形質変化として定ま っ た規則性は見出されて いない ｡
以上の ように､ GAGはがんの細胞あるい は組織レベ ルで の増殖､ 湿潤､ 転移などにおいて ､
重要な役割を果たすもの と考えられる ｡ しかし､ その分析研究としては､ GAG量が微量で あ
ることや､ からの分析が困難であ っ たことから､ その 質的あるい は量的な角噺 は
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十分に行なわれて い ない ｡ そ こで第2串で確立 したコ ン ドロイチン硫酸および へ パ ラン硫酸
の構成二糖に関する高感度定義法を用い て､ 細胞レベ ルの解析として ､ 培養クロ ー ンがん細
胞で あるMeth A細胞の培養時におけるGAG分析､ 次に このMethA細胞をマ ウス皮下組織へ
移植した後に､ 生体内増殖したMet,hA腫癌におけるGAG分析､ さらに純減学的診断に汎悶
される病埋切片から直接分析する手法を腫癌 へ と応用し､ 凍結切片申からの GÅG分析に つい
て試みた｡
4-1 MethA腫癌細胞の GAGの分析
生体内におけるがん細胞は､ 旺盛な増殖能をもつ が､ それ以外にも､ 自ら生まれた組織を
破壊し､ 隣の組織に浸潤し､ さらに血管あるい はリン パ管に浸潤し､ その流れにの っ て遠く
離れた臓終にまで転移する｡ この ようながんの増殖披､ 生体が個体としての恒常性を保とう
とする様々な制御を受ける ことなく自らの決定に従 っ て自律的に増殖するため､ 白樺性をも
っ た増殖(meta sta sis)とされて いる｡ - 方､ 培養時におけるがん細胞は､ 発がんで はなく､
形質転換(tra n sfon 阻tion)と呼ばれる. それは自律性､ 浸瀞性などのがん細胞の樹生は本来
生体内の特性で あり､ 培養容終内で の培養時で ははっ きり定義できない ことによる . こ の形
質転換した細胞の特性として､ まず寿命を超越した糾Tl限増殖能がある｡ 正常の繊維芽細胞
は､ - 定期間しか培養することができないが､ がん細胞は継代を続ける限り無瑞Il限に増殖す
るo これは細胞の 不死化(iⅢmo rtalizatio n)と呼ばれて い る ｡ 次の特性は､ 接触阻止現象
(c onta cti血ibitio n)へ の感受性喪失である｡ 正常の繊維芽細胞は､ 密集状態になっ ても細
胞が重なり合うこ となく､ 単層を形成したところで増殖が停止する｡ 細胞の配列も規則正し
く､ お互い に交差する ことはない ｡ これに対し､ がん細胞は細胞の配列が乱れ､ お互い に重
なり合い ながら増殖をつづ け､ 細胞密度も高くなる｡ 三 つ 目の 柳生として､ 足場非依存性増
殖(aJICho r age depende nt growth)を示すことで ある. 血液系の細胞などを除き､ 生体内にお
い て細胞は必ず基底膜や隣接した細胞などと接触してい る｡ このため ､ こ の足場のない状態
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では増殖で きない ｡ これに対し､ がん細胞は寒天層の申での浮遊状態でもコ ロ ニ ー を作るこ
とができ､ この ような柳生はがん細胞が転移能を有する細胞で あるこ とを反映してい るo
以上の柳生を有するがん細胞の 一 つ である Heth A細胞は､ 化学発がん物質メチル コ ラ ン
トレン によりB 瓜B/c マ ウス に発生 した繊維肉腫(fibro s arc Ⅷ a)から得られ､ 培養細胞と して
容易に維持される｡ また同系の B 瓜B/c マウスに移植すると極めて憩性の腫癌を作るため､ 広
く腫療の治療実験に用い られて いる ｡ 一 方､ この MethA細胞において GAG に関する分析研
究はほとんt
t
l
l子なわれて ない ｡ そ こで ､ MethA細胞におけるGAGの質的および量的変動につ
い て､ LC-MSを用い て検討した｡
4- ト1 培養液および細胞からの 弘G の調製
細胞培養終了後の培養液を220 Ⅹ gで5分間遠心分離し､ 得ら とし
た｡ 培養液中からの GAGの調製臥 Inanariらの方法
122)を用い た｡ すなわち､ プ ロ ナ - ゼ消
化後､ エ タノ ー ル沈殿によりGAGを分離した｡ その操作方法をFig･3
-8 に示すo
細胞は､ 細胞培養終了後の培養液を220Ⅹ gで5分間遠心分離し､ 沈殿物として得られた
細胞を､ 班SS で洗浄し､ 細 とした｡ さらに超音波細胞破砕機で破砕処理を した紙料を､
Fig.3-8に示 した培養液からの GAGの調製方法に従い処理を行な っ たo
4-1-2 HethA細胞の コ ン ドロイチ ン硫酸/デル マ タン硫酸由来不飽和二糖の分析
コ ン ドロ イチン硫酸とデル マ タ ン硫酸の分析に関して､ コ ン ドロ イチ ン硫酸はコ ン ドロイ
チナ - ゼACII消化により生成した不飽和二糖豊から分析した.デル マタ ン硫酸はコ ン ドロイ
チナ - ゼ ACIIと ABCの 両酵素消化により生成される総不飽和 二糖量と､ コ ン ドロイチナ
-
ゼACII消化の みで生成される不飽和 二糖量の差から分析した(Fig･4
-1)0
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MethA細胞は北海道大学医学部より入手したo 培養液は10oiFBS を含むD-MEMを用い ､ 約
1Ⅹ104 c ells/well(25 cⅢ2)の密度で ､ 硝 CO2条件下で継代したo 培養開始後2､ 3 および 4
日目における細胞および培養液に分泌されたコ ン ドロ イチン硫酸およびデル マ タ ン硫酸を
LC-MS により分析した｡
MethA細胞培養時の培養液中には､ Fig.4-2 に示すようにコ ン ドロイテン硫酸およびデル
マタ ン硫酸由来の不飽和 二糖をLC-MS により検出することができなか っ たが､ 細胞画分にお
けるコ ンドロイチン硫酸由来の不飽和二糖は検出することができた｡
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さらに培養時における細胞由来の不飽和二糖 レベ ル は ､ Fig. 4- 3 に示すように細胞増殖す
るに従い増加 した. またその細胞数当たりの不飽和二糖レ ベ ル はTable 4-1 に示したように
ほぼ 一 定 で あり､ 培養開始 2 日目で △ Di- 4Sが 5. 52pmol/106cell､ △ Di-6 Sが o. 28
pmol/10
6
c ellを示 した後､ 培養日数による大きな変動はなか っ た｡ 不飽和 二糖組成はいずれ
も△I)i- 4Sが 94. 1 - 95. 2 %､ △ Di-もS が 4. 8 - 5. 9 %と､ その コ ン ドロ イチン硫酸の大部分
は△ Di- 4Sが占めた｡ MetbA細胞におけるデル マ タ ン硫酸の存在を調 べ るため､ コ ン ドロ イ
チナ - ゼ ACII単独 ､ ACIIとABC両酵素消化により得られた不飽和二糖のク ロ マ トグラム で
比較すると､ 両者はほぼ 一 致した(Fig. 4- 4)｡ こ の ことから､ Met.h A 細胞中にはデル マ タ ン
硫酸は存在しない ことが明らかになっ た｡
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4- 2 封eth A 腫癌における GAG の分析
マ ウス の可移植性肉腫であるMeth A細胞は､ 同系の BALB/c マ ウス に移植すると生体内増
殖 し､ 数週間で紡推肉腫を形成し担がん マ ウス となる｡ 筆者は､ こ の培養したMet.h A細胞に
は GAGと して ､ コ ン ドロ イチ ン硫酸が存在 しその大部分が△ Di- 4S が占めるこ とを､ 4一 卜2
で既に明らか にして い る｡ そこで ､ Met.hA細胞 の生体内増殖による練椎肉鹿形成過程におけ
る GAG の変化を明らかにするため､ 担がん マ ウス における Meth A月動嘉由来の GAG の分析を
行なっ た｡
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4-2- 1 M.eth A月動姦中GAG の調製
Meth A担がん マ ウス はFig. 4-5 に示すように､ 1Ⅹ106個の Meth A細胞をBALB/c 系雄性マ
ウス(6週令)- 皮下移植し作製 した｡ Met･h A細胞移植後､ 2 - 3 週間の Meth A腫療を担がん
マ ウス より採取し､ Fig.3- 2に示したGAG の調製方掛 こ従い ､ 臓嘉中の GAGを調製したo ま
た へ パラン硫酸の分析における ､ マ ウス肝臓からの GAG の調製も同様に行なっ た｡･
1xlO`
S. C.
～
中 一 =■ 申
M eth Ac ells
→
.碗
?
Mo u s e(B A L 缶/c) Tu m o トbe a n ng m o u s e
Fig･4- 5･ Sche m efo r m ode且orM e地 A
-be a ring m ous e.
4- 2- 2 Meth A月動裏中の コ ン ドロ イチ ン硫酸/デル マ タ ン硫酸由来不飽和二糖の分析
調製したGAG画分中の コ ン ドロ イチン硫酸およびデル マ タ ン硫酸は､ Fig･ 4
-1に示 したよ
うに ､ コ ン ドロ イチナ - ゼ ACII消化による不飽和二糖量､ または コ ン ドロイチナ
- ゼACII
と ABC の両酵素消化により生成され る総不飽和二糖量と､ コ ン ドロ イチナ
- ゼ ACII 消化で
生成される不飽和二糖量の差から分析した｡
Meth A腫療中の コ ン ドロイチン硫酸由来の不飽和二糖は Table 4
-2 に示 したように､ A
Di-4Sが35. 45n m｡1/g､ A Di-6Sが2. 05nJTX'1/g を示 した｡ 不飽和二糖組成は△Di
-4Sが94･ 5%､
△ DilさSが5. 5 %と､ その コ ン ドロ イチン硫酸の 大部分は△ D 卜4Sが占めた. またこの不飽
和二糖組成は､ Meth A細胞培養時における細胞由来の 二糖組成と
一 致したことか ら､ コ ン ド
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ロイチン硫酸の不飽和二糖組成は､ 移植後に生体内で増殖しても変化しない こ とが明らかに
な っ た｡ 一 方､ Meth A腫癌中にはデル マ タ ン硫酸が存在した｡ デル マタ ン硫酸由来の不飽
和二糖は､ A I)ト4Sが31.46runol/g を示し､ 不飽和二糖として △I)ト6Sは存在しなか っ た｡
この不飽和二糖相成として △ Dト4S がほぼ10o/nで あるデル マ タ ン硫酸は､ MethA培養細胞
では確認で きなか っ たこ とから､ 移植後の生体内増殖の過程で腫癌中に見出されるこ とが示
唆された｡
Table4･2. Dete r min atio n ofthe I)血S att)r ated dis a c cha ridcfr o m
cho ndr oitin stllfatc a ndder matan s Ⅶlfateim M elh A tu m o r.
Co nte nt
,
n m ol/蛋
C ho ndroitinsulfate
A Di-4S A Di- 6S
35.45±2.05
a
2.05±0.66
(94.5)
b
(5.5)
Der matan sulfate
A Di-4S A Di-6 S
31.46±5.15 N. D.
(100･ ) (0)
a
Me a n± S D(n = 9)
b
Datainparentheses sho wthe per centage of dis a c cbaride sinthepolym er.
4-2-3 HethA腫癌中の へ パ ラン硫酸由来不飽和二糖の分析
調製したGAG分画申の へ パ ラン硫酸は､ Fig.3-5に示した方法に従 っ て分析した｡ すなわ
ち､ へ パ ラン硫酸を特異的に分解する酵素で ある､ ヘ パ リンリア - ゼ Ⅰ､ ヘ パ リン リア - ゼ
IIおよび ヘ パ リンリア - ゼ IIIを同時に作用させ酵素消化を行ない分析した｡
MethA腫療中の へ パ ラ ン硫酸由来不飽和 二糖は､ Table 4-3 に示 したように組成比率とし
て OS/NS/6S = 61.4/36.2/2.3(%)であり､ - 硫酸化 二糖として は△DiHS-NSが△I)iHS-6Sよ
り多い ､ 低硫酸化された へ パ ラ ン硫酸が存覆するこ とを明らかに した｡ 他の臓器と比較する
と､ マ ウス 脳および肝臓中の ヘ パ ラ ン硫酸は､ 不飽和 二 糖の組成比率と して それ ぞ れ
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os/NS/6S= 65.9/22.7/ll.5､ 73.4/18.1/8.6(%)であり､ MethA腫療の不脚口二糖舶成は他
の臓器とは異なるパタ - ンを示した｡
r
l
l
abk4･3. Co mpo silio m oi
'
u n sa 加 a色ed dis a c cha r孟depm 舶 c ed Fr o mhepa r a m st)irate
in Me抽 Atu m o r, m otA Sebr a孟n a nd liv e r｡
Dis accha ride compo sitio n(a/c,)
'd
un s aturated dis ac cha ride Meth Atu m o r M o u sebr ain Mo u seliv er
A DiH S-OS
ADiHS- N S
ADiH S-6 S
61.4±1 3
3 6.2±1.4
2.3 ±0.2
65.9t4.2
22.7±2.6
ll.5 ±2.4
73.4±1.7
18.1 ±2.7
8.6 ±1.9
a
M ea n ±S D(n=6)･
4-3 Heth A腫療凍結切片におけるコ ン ドロイチン硫駿/デル マタン硫酸由来
不飽和二糖の分析
近年､ 当研究室において ス ライ ドガラス上の組織切片を直接酵素消化し 弘Gを分析する手
法が､ ラ ッ ト腎臓におい て確立されてい る
143)
｡
一 方､ がんの診断におい てその病理切片によ
る組織学的診断は重要であるこ とから､ 腫癌の病理切片は頻繁に作製されている.o そこで､
組織切片から直接分析する手法を､ 腫癌 へ 応用 し､ ス ライ ドガラス上における腫癌凍結切片
中の GAGの分析を試みた｡
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4- 3- 1 腫療凍結切片か らの分析方法
聯 切片は､ 移植後2 - 3 週間の担がん マ ウス より採取 したMeth A月動豪を､ ミクロ ト - ム
(crio stat1720､ Leitz､ GerI凪 n)で厚 さ10pm の切片を -18℃ で作製した｡ 冷却したメタノ ー
ルで 固定化を 10分間行 っ た後､ シリカゲル存在下 -2()℃で乾燥させたo 酵素消化は Fig. 4- 6
に示 したようにスライ ドガラス 上の組織切片の周囲をpap pen で塗布 し､ 枠づ けした後､ 酵
素およびISを添加 した｡ その後､ ス ライ ドガラス を十分水分を吸収させたス ポン ジ上 - 設置
し､ イ ンキ エ ペ - 卜することにより酵素消化を行なっ た｡ コ ン ドロ イチン硫酸およびデル マ
タン硫酸は､ コ ン ドロ イチナ - ゼ ACII消化による不飽和 二糖畳 ､ または コ ン ドロ イチナ - ゼ
ACIIとABC の両酵素消化により生成される総不飽和 二糖畳と､ コ ン ドロ イチナ - ～ - ゼ ACI消
化で生成され る不飽和二糖畳の差か ら分析した(Fig. 4-7)｡
Enzym e s olutio n a ndI.S.
Tiss u e s e ctio n
Gla ss slide
A no w ofliquidapplied by apap pen
iMoisutu r e cha mbe r
旬
Spo ngedippedwithw ate r 也
Inc ubator
Fig･4+6･ Pr o c edtlr efor an alysis ofcho ndroitin sul fate and de rm atan su且fate
inthetisstJe S e ction o n agla s s s]ide･
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ドro7Jen S e ction (10pn thick)
fix with m etha n olat -2()oC for10min
dry u nder atm osphere at -20
pC o v ernight
O.05 Mtris ･a c etatebuffer(pfh王8)
c o ntain lngO.1 Uchorldr oitin aseA C Il
a nd 50 Uc olagen ase(().O8 ml)
Inte m alstandards olutiorl(0.Olml)
inc ubate at37 oCfor2hr
in m oistur e cha mber
t.∫
7
T R A F R E E- M C(30,()OO M W rlter u nit)
c entrifugeat4,00()x ifor1 hr at4
CIC
Pirate(
0
.()05ml)
Submit toL C-M S
(C ho ndroitin s ulfate)
リ
ー
O･05 MIris- a c etatebuffer(pI1 8)
c ontainingO.IU cho ndroitin aseA C ”,
().1 UchorldroitirlaSe A B Ca nd
50 Ucolage n ase(O.0 8ml)
Inte m alstandardsolutio n(0.Olml)
inc ubate at37t'C for2 hr
in m oisture cha mber
T R A F R E T/ M C(3 0,(X)() M W filter unit)
c entrifuge at4,000Ⅹ 昏for1 hr at4
''C
Filtrate(o･oo5ml)
Submit toL C-M S
(C ho ndroitin sulfate, Der m at n s ulfate)
Fig.4- 7. Proce血 refo r ama丑ysis ofchondroitin su互fAte a ndderm 如 a n s q胞te
in ぬ etis sue s e eiio m o n 血g丑a s s s且ide.
4- 3-2 ス ライ ドガラ ス 上 の凍結切片中 コ ン ドロ イチ ン硫酸/デル マ タ ン硫酸由来不飽
和 二糖 の分析
Meth A月動裏切片か らコ ン ドロイチナ - ゼ ACII単独 ､ ACIIとABC両酵素消化により得られ
た不飽和二糖のク ロ マ トグラム をFig. 4-8 に示 した｡ MetJIA月動房切片中の コ ン ドロイチン硫
酸由来の不飽和 二糖は､ Table 4-4 に示 したように△ D 卜4Sが32. 71pm ol/TTm3､ △ Di一名Sが
1. 64pmol/m n
3を示 し､ その 不飽和二糖組成は△ Di-4Sが95. 2 %､ △ D 卜6Sが4. 8 %と､ その
コ ン ドロ イチ ン硫酸の大部分は△ D 卜4Sが占めた｡ またデル マ タン硫酸由来の 不飽和二糖は､
△ Di- 4Sが30. 84pm ol/Ⅷ
3を示 し､ △ Di16Sは検出 しなか っ たo 凍結切片におけるこれらの
分析結果は ､ 従来の前処理法による測定値とほぼ 一 致して い る｡ 以上の結果より ､ 本手法に
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より測定日数を大幅に短縮するこ とができ､ 腫癌におい てもス ライ ドガラス 上の凍結切片か
らの GAG の分析が可能であるこ とが明らかになっ たo
(a)
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12 1 4 14 1 ●
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Fig･4- 8･ Ty pic alturbo
-iomspr aySI Mchro m atogr a m s orAD i-4S
and A Di-6Sproduc ed by(a)cho ndr oitin a s eA C IIa nd A B C
digestion and(b)chondroitina s eA CII dige stio n of Meth A
tu m or s e ctio n mo mito r ed at m/z699.4.
Table 4-4. Dete m nin atiom orthe u n s atu r ated dis a c cha)i°efm m cho ndr oi書in stITate
3 u)也de m atam s ulfatein M eth Att) m o p.
conte nt, pm ol/m㌔
C bondr oit血sul血e
Sa mple A Di-4S A Di-6S
Fr ozen se ctio n
Tissueblo ck
32.71土2.77
a
(95.2)
b
38.35土 9.52
(94.5)
1.64土 0.17
(4.8)
2.24 土0.64
(5.5)
Der matan sulfate
A Di-4S △Di-6S
30
.
84j= 8.ll
(100. )
3l.17土4.ll
(100. )
N .D.
(0)
N.D.
(0)
a
Me an 土 S D(a - 6)
b
Datainparenthe ses sho wthepercentage of disac charidesinthepolym e r･
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4-4 考察
MethA細胞の培養時におい て､ その培養液中にコ ンドロイチン 棚変とデル マ タン硫酸は確
認きれなかっ た｡ -･.▲･ - 方､ Meth A細胞中には不飽和二糖都城として△Dト4Sが大部分を占める
コ ン ドロイチン硫酸が存在し､ その細胞数あたりの まほぼ-L･- 一定であっ た｡ ヒ トの;
胞の培養で不飽和二糖として主に△ D卜4S からなるデル マ タン硫酸が分泌され､ さらに△
Dト4S と△D卜6Sをほぼ同鼠含むコ ン ドロイチン硫酸を分泌するこ とが既に明らかにされて
いるIZ2)0 MethA細胞に形質転換される ると考え比較すると､
繊維芽細胞はMeth A細胞に形質転換される ことで､ デル マタ ン硫酸と△Dト6Sを含むコ ン
ドロイチン硫酸の発現が消失するこ とが考えられる｡
- ･- -方､ デル マ タン硫酸の 生体内での変動に関して ､ 胎生期の皮膚組織に披非常に豊富なヒ
アル ロ ン酸と僅かなデル マタ ン硫酸を含むの に対し､ 成熟明ではヒアル ロ ン酸が減少しそれ
に伴っ てデル マ タ ン硫酸が増加することが知られて いる
144-145)
o
･ - 磯 的に､ がん細胞は増殖能
力を保持したまま分化の途中段階で停止 した未分化な細胞とされ､ がん性変化を現わすマ
ー
カ ー として胎生期蛋白質や胎児性糖鎖の発現を検出してい る . これらの こ とから､ Me七hA細
胞は胎生期により近い ため､ デルマ タ ン硫酸が存在しない と考えられるo GAG は生体内で巧
妙な制御を受けており､ 分化の過程におけるGAGの質的および量的な変動には何らかの 関連
性があることが示唆された｡
Meth A細胞移植後の腫疲中の コ ン ドロイチン硫酸由来の不飽和二糖組成は､ MethA培養細
胞中の とほぼ 一 致した｡ しかし､ 腫疲中には､ MethA培養細胞には確認されなかっ
たデル マタ ン硫酸が存在した｡ がん細胞は､ 局所浸潤後は､ 繊維形温 血管新生なt
t
l
, 宿主
に備わ っ たメカ ニ ズム を有効に使い ながら増殖し､ つ い には遠隔転移巣ともいえるがん溜を
形成する｡ またがんの 問質におい ては､ 繊維芽細胞の 一 種である茄繊維芽細胞が存在し
1W)
､
特に問質の繊維化が著しい 部位に多く見出されるこ とが知られてい る
147･ 14n
o これらの こと
から､ MethA細胞は皮下締戯 へ 移植された後､ 宿主由来の細胞と相互作用しながら増殖して
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いく過程で ､ 腫癌内の問質に存在するこの繊維芽細胞がデル マ タン硫酸を合成分泌するこ と
が考えられた｡ さらにがんの問質における繊維芽細胞の増殖は､ 籍 と#,f搬 縮により
がん細胞を血流から遮断しようとする宿主の防衛反応の現れであると解釈されて いる ことか
ら､ 腫癌中におけるデル マタ ン硫酸の レベ ル 披､
する可能性が示唆された｡
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化さらには膿癌の悪性度を反映
練括
筆者は､ まずGAG の構造角締テおよび繊吸基の西挑王状態を解析する目的で ､ GAGの構成ニ糖
の turbo-io nspr ayLC-MS､ LC瑚S佃S､ さらにio ntr apIJC-MS
nによる起性分析を行なっ た｡ そ
の結果､ tu rbo-io nsprayLC-MS による免イオン検出臥 棚変化二糖の擬分子シングルイオン
ど - ク ､ さら には その硫酸基に特有な マ ス ス ペ ク トルを得る こ とが可能であるo また
turbo -ionspr ay LC-MS/HSでは､ GAGの構成二糖の MS/MSパタ - ンが二糖の給食傭式と選元
末端側の硫酸基の結合位匪により異なるこ とを明らかに した｡ さらにiontr apLC瑚S
nによる
高次なMS分析により､ なフ ラグメ ン.トイオンの解析をより効率的に行なうこ とができた｡
以上､ これらの方法によりGAG糖鎖に含まれる硫酸基の給食位置の推測とGAG糖鎖構造を効
率的に解析できるこ とが示された｡
さらに､ 前述 した恕性分析デ ー タを基に､ 硫酸基を持つ GAGの構成ニ糖に関するLC-MSお
よびLC-MS佃S による高感度定巌法を確立 した｡まずコ ン ドロイチン硫酸由来の不飽和ニ糖△
D卜4Sおよび△Di-6S に関して､ 揮潮,生のイオン ペ ア試薬であるTBAOHを伺い るLC
-MS によ
り､ LC-MS では初めて △Dト4Sおよび△Dト6S の分離定盈に成功した. またアセ トニ トリル
をHPLC分離後にポス トカラム潮口するこ とにより､ 約10倍の高感度化を達成したo 次に へ
パ ラン硫酸由来の不飽和二糖△Di告s-OS､ A DiHS-NSおよび△DiHS-6S に関して ､ LC
-班SMS
による高感度定量法を確立した｡ 本法は各不飽和二糖の プレカ ー サ
- イオンがそれぞれ異な
ることから､ 分析時間が3分以内の迅速定量に成功した｡ さらにケラタ ン硫酸由来の二糖で
あるGalβト4GIcNAc(6S)とGal(6S)β1
-4GIcNAc(6S)に関して､ LC-MS/MSによる高感度定量法
を確立したo 以上の方法を用い ることで 三種類の GAG をい ずれも pmol レベ ルまで高感度定
量することが可能となっ た､ 従来では硫酸基などを持つ 化合物のLC-MS では逆相カラムが汎
用されて いるが､ 本研究によりこの種の化合物の分析に､ イオ を用い たI,C
-凹Sや
アミ ン結合型シリカカラム によるLC-MS/MSが有用で あることを明らかに したo
次に､ 確立 した高感度定量法の生体成分 - の応用として ､ 脳における 弘G の分析を行なっ
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た｡ その結果､ ラ ッ トおよびマ ウス の 脳に存在するコ ン ドロイチン硫酸は､ 不飽和
として △Di-4Sが97%以上を占めるコ ン ドロイチ ン4硫酸が存在し､ へ パ ラ ン硫酸杖不脚口
･･ 一 IIJ
として ､ △Di告s-NSが△I)iHS-6Sと比較して多く存在する低硫酸化された ヘ パ ラ ン
硫酸が存在した. また 成獣ラ ッ トおよび マ ウス の脳､ ウシ角月数 ウシ輿軟骨中のケラタン硫
酸を分析した結果､ 各組織における Galβト4GIcNAc(6S)と Gal(6S)βト4GIcNAc(6S)の組成比
率は大きく異なり､ Galの6位が硫酸化される割合は 鼻軟骨>角膜>脳と､ 脳に存在するケ
ラタ ン硫酸は､ ･他の衆臓 のそれとは､ 硫酸化度が異なることを明らかにした｡
さらに細胞レ ベ ル の分析として ､ 培養脳神経系細胞における コ ン ドロイチ ン硫酸の質的､
量的変動に つ いて調 べ た｡ ラッ ト脳由来の神経細胞を培養すると､ その培養液中に経時的に
不飽和 二糖組成として△Dト4Sが大部分を占める コ ン ドロ イチン硫酸が分泌されるこ とを明
らかに した｡ この増加傾向に関して ､ 脳神経細胞の死滅化がみられる培養7 日日以降で も増
えるこ とから､ その増加は培養時に共存するア ス トロサイ トによるコ ン ドロイチン硫酸の産
生および分泌に起因すると考えた｡ さらにラ ッ トアス トロサイ ト中にも､ 不飽和二糖組成と
して△Dト4Sが大部分を占めるコ ン ドロ イチン硫酸が存在し､ この不飽和 二糖組成は､ 脳神
経細胞培養における培養液中の組成と 一 致して い る. 以上の結果は､ 脳神経細胞培養時にみ
られる培養液中の コ ン ドロイチ ン硫酸 レ ベ ル の増加は､ アス トロ サイ ト由来で ある ことを示
唆するもの と考えた｡ また単独培養の ような周囲に他の細胞がない細胞環境で は､ アス トロ
サイ トはコ ン ドロイチン硫酸鎖をその細胞表面に有するが細胞外へ 分泌せず､ 神経細胞培養
時ではア ス トロサイ トは周囲に神経細胞が共存するとい う環境を認識し､ 細胞外 - コ ン ドロ
イテン硫酸を分泌してい ると推察で きる｡ またと卜の アス トロ サイ トでも､ ラ ッ トの不飽和
二糖組成と 一 致するコ ンドロイチン硫酸が存在するこ とを明らかに した｡
また､ 本定量法を用い て腫癌細胞および腫療中の GAG の分析を行な っ た. 培養クロ ー ン腫
癌細胞であるMethA細胞におけるGAGの分析を行ない ､ MethA細胞中には不飽和二糖組成
として △Dト4S が大部分を占めるコ ン ドロイチン硫酸が存在するこ とを明らかにした｡ 正常
細胞の繊維芽細胞と比較すると､ デル マ タン硫酸と△Dト6Sを含むコ ン ドロ イチン硫酸の発
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現が消失しており､ 生体内でGAGは巧妙な制御を受けており､ 分化の過程におけるGAGの質
的および鼠杓な変動には何らかの関連性があると考えられる｡
さらに この MethA細胞をマ ウス皮下組織 へ 移植した後に､ 生体内増殖したMethA腫療に
おけるGAGの分析を行なっ た｡ Meth A腫癌中の コ ンドロイチン 棚変由来の不飽和二 糖組成は､
MethA培養細胞中の不飽和二糖寮馳昆とはぼ 一 致した. -〉･･--･方､ 腫癌申に培養蔀
れなか っ たデル マ タン硫酸が見出された｡ このデル マ タン硫酸は､ Meth A細胞が皮下組織へ
移植きれた後､ 宿主由来の細胞と相互作偶しながら増殖して いく過程で､ 膿癌内の問質に存
在する繊維芽細胞などが合成分泌したもの と推察され､ こ のデル マ タン磯竣レ ベルは腫癌の
繊維化さらには膿癌の憩性度を反映する可能性もある｡ -･･ - 方､ 棚減学的診断に汎開きれる嫌
結切片試料からの GAG分析を行なっ た結果､ よる測定値と
- -致することか
ら､ 本法により腫癌においてス ライ ドガラス 上の凍結切片からの 弘G高感度分析が十分可能
であり､ 分析時間が大幅に短縮された｡
本研究で行な っ たLC-MS によるGAGの分析研究は､ 本手法が封 申における高感度分
析に有朋であるこ とを示すとともに､ 他の糖鎖 へ の応用も可能であると考えられる｡ 今後､
LC-MS による糖鎖分析法がさらに開発され､LC-MS高感度分析法が生体内における糖鎖の役割
の解明に役立つ ことを期待する｡
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実験の部
【試薬】
コ ンドロイチン硫酸由来不飽和二 糖の標準品､ へ パ ラン硫酸由来不飽和二糖の標準鼠 コ
ン ドロイチ ン､ cho nd mitina s eABC(EC4.2.2.4)､ chondroitina seACII Arthro(EC4･2.2･5)､
beparina se(EC4.2.2.7)､ heparitina s eI (EC4･2･2･8)､ heparitinase II(EC4･2･2･7)､
ke r atanas eII(Bacillu ssp.)､ ウシ角膜由来ケラタ ン硫酸(Bovine Cornea, Na salt) ､
ウシ鼻軟骨由来プロ テオグリカン(prote oglycan 皿OnO m e r)およびD- グル コ サミンは生化学工
業より購入 した｡ Actinas eE は科研製薬より購入した｡ イオ のテ トラ ー n
- プチル
ア ン モ ニ ウム ･ ヒドロ キシドは和光純薬より､ テ トラ ー n- フ
○
ロ ビル ア ンモ ニ ウム ･ ヒドロ キシ
ドおよび酢酸ジ 廿 プチル アミ ンは束京化成より購入 した｡ 他の全て の
を使用 した｡
メタノ ー ルおよびアセ トニ トリルは 肝LC用を､ アセ トン ､ エ タノ
ー ルおよびジ エ チル エ ー
テルは特級品を関東化学より購入 した｡ ア ンモ ニ ア水は特級品をキシダ化学より購入 した｡
水はミリポア超純水装置により作製された精製水を用い た｡
w LC用カラム は､ S耶皿etryC18 c ol Ⅷ (1 皿 i.d. x 150 皿)をWate r sより､ CAPCELL
pAK NI]2UG80(2 皿 i.d. xlO皿)を資生堂より購入 した｡ 分取 肌C用カラム として ､ CAPCELL
PAK NH2 UG80(4.6 皿 i.d. x 35皿)を資生堂より購入 した｡ ケラタン硫酸由来二 糖標準品
の定量に使用 した 肝LCカラムは､ TSEgel SC‡(6 皿 i.d. x150 皿)を東ソ ー より購入 した.
【装置】
Turbo -ionsprayLC-MS､ LC-MS佃S
HPLC装置はWaters 製AlliaJIC e2690syste m を使用した｡ ポス トカラム用のポン プには
Waters 製515肝LCPl叩P を使用 した｡ MS/MS装置はPe rkin-El凪e rSciex 製API-365皿a S S
spectr o 皿eter を使用した｡
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Io ntrap LC-MS
n
肌C装置はWaters製Allia nce2690syste 皿を使用した. Iontr apMSn装置はTher moquest
裂LCQ 皿a S S SpeCtr Om eter･を使月ヨした｡
ケラタ ン硫酸由来二糖標準品の定厳に使用した 肌C 装置は､ Wate r s製 Alli弧Ce 2690
syste mを､ ポス トカラム誠
トー ヽ
Srl二 ン プにはHITACHI製655A-13Rea ctionPⅧpを､ 反応
槽は束ソ - 製RE-8010 を､ 敏光検出器には HITACHI製F-1050 を使用 したo また棟準品の精
製に月恥＼た紫外J可視検出器にはWate rs 製486MS Tu nable Absorbance Dete cto rを使周 し
た｡
超旨波細胞破砕機は､ He atedsyste m s- ultra s onic s製ASTRASONを使用した｡ ホモ ジナイ
ザ - はtlITACHI製HG30 Ho皿Ogenizerを使用 した｡酵素消化に用い たイ ンキエ ペ
一 夕 - はEYELA
製NTS-1300を使用 した｡ 細胞培養に用い たCO2イ ンキエ ペ
一 夕 - はヤマ 順 惇製IT26 BG30
を使用 した｡
第1章 グリコ サミノ グリカン由来二糖のLC
-MS
トト3 ケラタン硫酸由来二糖の分析
標準品の精製と定量
ケラタン硫酸由来の 二糖の標準品は､ 牛角膜由来ケラタ ン硫酸性化学工業)を､ Fig･3
-6
に示したようにケラ夕ナ - ゼⅠⅠによる酵素消化を行なっ た後にイオン交換IiPLC へ 注入した｡
イオン 交換 W LC は､ W LCカラムにはTSEgelSCX(6 皿 i･d･ Ⅹ 150皿)を2本接続し､ 溶
離液はアセ トニ トリル :0.01 Ma皿 OniⅧ fo rmate(pH 9･4)-3:7を､ 室温条件下､ 1皿1/凪in
の流速で送液した｡ 酵素による生成物を280runでモ ニ タ
ー した結果､ 約1･5- 2･5 皿in と約
4.0 - 5.0 皿in の 二 つ に分画された｡ こ れらの 画分を分取し精製して ､ それぞれ Galβト
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4GIcNAc(6S)と Gal(6S)β1-4GIcNAc(6S)の標準品とした｡ 各標準品の定量は､ 6M HCl により
80
oCで1時間加水分解を行ない ､ 生成したグル コ サミンを以下に示す2- シア ノア セ トアミ ド
による蛍光ポス トカラム 肝LC法により定量 した｡
アミノ糖の蛍光ポス トカラム 肝LC
カラム, TSEgelSCX(6 皿 i.d. x150 皿); 溶離液, 0.35Mホウ酸 一 水酸化ナトリウム緩
衝液(pE 7.6); 流嵐 0.8ml/Din; カラム 温度, 60oC; 試薬 1, 1%2- cyano a c etanide(流速
0.25皿1/min),･ 試薬2, 0.3 M水酸化ナトリウム( 流速0.25皿1/凪in); 反応 コイル ,(0.5 皿
i.d. x12m); 反応湿度, 100
o
C; 冷却 コイル ,(0.25 皿 i.d. x2皿); 検出, Ex.346m n-Em.410
Ilm.
第3章 脳組織および刃酔中経系細胞のGAGの分析
3-2 脳神経系細胞におけるGAGの分析
培養液および細胞からの GAGの調製
細胞培養に用い た培養液および細胞中からの GAG の調製は､ 3章Fig.3-8 の操作に従い ､
以下の通りに行な っ た｡
培養液0.2皿1を､100oCで5分間加熱処理 し､ 冷後1oj;actin aseEを含む0.05”tris - a cetate
buffer(pH 8)を0.05皿1加え､ 45oCで 3 時間イ ン キュ ベ - 卜する｡ 反応終了後､ 酢酸ナト
リウムを飽和した冷 エ タノ ー ル1皿1を加え､ OoC で 一 晩放置した｡ その後､ 2300Ⅹg で5分
間遠心分離し､ 沈殿物を80%エ タノ ー ルで 2回洗浄し､ 真空下で乾燥させ GAG画分を得た｡
ラ ッ ト脳神経細胞培養時の神経系細胞からの GAGの調製は､ 培養終了後に培養皿 にまだ定
着して い る細胞をfEPES buffer s aline solution(Iass)で洗浄 し､ セ ルス クレイパ ー(日本
ベクトン ･ デイ ツ キンソン製)で細胞を剥がした後､ 超音波細胞破砕機で10分間処理した言
1〔氾
を､ 乾固させ た後に 0.2 mlの HBSSで再溶解した をFig.3-8 に示した培養緒からの GAG
の調製方法と同様の処理を行ない GAG画分を得た｡
ラ ッ トおよびヒト由来ア ス トロサイ ト細胞からの GAGの調製は､ 培養終了後にHBSSで洗
浄後､ 4分間0.025%トリプシ ン/0.01%EDTAで 37
oCイ ンキュ ベ - トにより細胞を剥がし､ ト
リプシン中和繊で一柳1した後､ 220 Ⅹ g で5分間遠心分離し､ 得られた沈殿物を0.2 mlの
HBSSで丙溶解した後に､ 超音波細胞破砕機で破砕処理を した言 を､ Fig.3-8に示した培養
液からのGAG の調製方法と同様の処理を行ない GAG画分を得た｡
細胞数の測定は､ 細胞をHBSS で洗浄した後に､ 新しい培養液1mlに燐濁し約15秒放置
した後に､ 血球計算盤により細胞数を測定した｡
第4単 勝廃紙識および腫療観抱のGAG の分析
4-1 Meth A腫癌細胞の GAGの分析
培養液および細胞からの GAGの調製
細胞培養終了後の培養液を220Ⅹgで 5分間遠心分離し､ 得られた上浦を培卦
た｡ 培養液中からの GAG の調製は､ Fig.3-8に示した方法で行なっ たo
とし
細胞からの GAGの調製は､ 細胞培養終了後の培養液を220Ⅹ gで 5分間遠心分離し､ 沈殿
物として得られた細胞を､ HBSS で洗浄 し､ 得られた沈殿物を0･2皿1のIn SSで再溶解した後
に､ 超音波細胞破砕機で破砕処理をした昌
方法と同様の処理を行ない GAG画分を得た｡
を､ Fig.3-8 に示した培養液からの GAG の調製
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